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Heterojen ve agresif fenotip gdsteren kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK), diinya ¢apinda
kanserden oliimlerin en sik nedenidir. Tiim erkek ve kadin popiilasyonlarinda en yaygin ve en dliimciil
malignite olarak bilinmektedir. Akciger kanseri vakalariin ¢goguna gec evrelerde teshis konulmaktadir ve
genel sagkalim oranlari diigiiktiir. Akciger kanseri tedavisinde cerrahi hala kullanilan temel
yaklagimdir; ancak cok sayida hasta niiks ve ila¢ tedavisi basarisizligl nedeniyle 6lmektedir. Cerrahiyi
takiben kullanilan ¢ogu kemoterapétik ilag hem kanser hem de saglikli hiicrelerde sistemik sitotoksisiteye
ve ciddi yan etkilere neden olmaktadir. Bu nedenle, yeni terapotik hedeflerin daha fazla aragtirilmasina
ihtiya¢ artmaktadir. Yesil sentezlenen altin naopartikiillerin (AuNP) molekiiler ¢oziiniirliikte hiicrelerle
etkilesime girebilmesi ve tstiin biyouyumluluk saglamasi nedeniyle yakin zamanda insanlarda akciger
kanseri tedavisinde potansiyel terapotik ajanlar olarak hizmet edebilecegi oOngoriilmektedir. Diger
nanopartikiillere gore daha kararli ve biyouyumlu metal nanopartikiil olan AuNP’ler antifungal,
antibakteriyel, antiviral ve antikanser aktiviteleri sayesinde tipta yaygin olarak kullanilma potansiyeline
sahiptir. Bununla birlikte COX-2 segici inhibit6r olan Celecoxib, kanserin tedavisi ve 6nlenmesinde 6nemli
bir rol oynamaktadir. COX-2 inhibitorleriyle birlikte ¢esitli antineoplastik ilaglarin kullanilmasi kanser
kontrolil ve tedavisi i¢in umut vaat etmektedir. AuNP ve Celecoxib ajaninin kombine tedavisinin akciger
kanserinde timor baskilayict aktivitelere aracilik ederek timor ilerlemesini inhibe etmek igin potansiyel
yeni bir stratejiyi temsil edebilecegi diisiiniilmektedir. Bu kapsamda yapilacak olan galigmalar akciger
kanseri ilerlemesinin 6nlenmesi ve tedavisine biiyiik 6l¢lide katki saglayacaktir.

Bu tez caligmasinda yesil sentez ile antikanser etkisi bilinen Orchis Spitzelii (Salep) bitkisinin kok
kisminin sulu ekstrakt konsantrasyonu degistirilerek farkli boyutlarda AuNP sentezi gerceklestirilmigtir.
Sentezlenen AuNP’ler UV-Vis, XRD, FT-IR, DLS, Zeta potansiyel, TEM ve FESEM-EDX yontemleri ile
karakterize edilmistir. Artan dozlarda yesil sentezlenen AuNP’ler, Orchis Spitzelii (Salep) bitki ekstrakti
ve Celecoxib ajani ile NCI-H441 insan akciger kanseri ve HUVEC hiicre hatti1 24 saat boyunca muamele
edilmistir. NCI-H441 insan akciger kanseri ve HUVEC saglikli hiicre hatti tizerindeki sitotoksik etkileri
hiicre canlilik testi ile belirlenmistir. Belirlenen ICso dozlar ile PPARY sinyal yolagi ve anjiyogenez,
invazyon, metastaz, yag asidi metabolizmasi ile ilgili hedef genler olan CD36, TIMP2, MMP2, PGEZ2,
COX-2 ve VEGFR2 gen ekspresyonlarindaki degisiklikler qRT-PCR ile incelenmistir. Ek olarak EMT
stirecinde yer alan MMP2 protein diizeyi degisimi Western Blot yontemiyle incelenmistir.



Yesil sentezlenen AuNP’lerin hiicre canlilig1 testi sonucunda boyutlar: kiigiildiikge sitotoksisitelerinin
arttig1, qRT-PCR sonucunda Ekstrakt ve Celecoxib ajanindan daha iyi seviyede anjiyogenez ve EMT siireci
ile iliskili olan PPARy, CD36 ve TIMP2 gen ekspresyonunu istatistiksel olarak anlamli bir sekilde upregiile
ettigi ve MMP2, PGE2, COX-2 ve VEGFR2 genlerinin ekspresyonunu istatistiksel olarak anlamli bir
sekilde downregiile ettigi sonucuna ulagilmistir. Western Blot ¢alismasi, gen ekspresyon galigmalariyla
paralel olarak MMP2 protein diizeyinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde baskilandigin1 gostermistir.
Calisma kapsaminda tlim veriler degerlendirildiginde yesil sentezlenen AuNP'lerin arzu edilen sekilde NCI-
H441 akciger kanseri hiicrelerine kiyasla saglikli HUVEC hiicrelerine kars1 daha yiiksek biyouyumluluk
sergiledigi belirlenmistir.  Yesil sentezlenen AuNP’lerin, akciger kanseri hiicrelerinde MMP-2’nin
indiikledigi EMT'yi ve VEGFR2’nin indiikledigi anjiyogenezi inhibe ettigini ve metastazi onledigini
gosterdik. PPARy'nin AuNP’ler ile aktivasyonu, mezenkimal belirtec olan MMP2 ekspresyonunu
onlemektedir. AuNP’lerin diistik toksisite profiliyle birlikte verilerimiz, bu nanopartikiillerin metastazi
inhibe etmek i¢in potansiyel terapotik ajanlar olarak hizmet edebilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Altin nanopartikiil, Boyut Etkisi, Celecoxib, Kiigiik hiicreli dis1 akciger
kanseri, Matriks Metalloproteinaz 2, Orchis Spitzelii (Salep), Yesil sentez
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Non-small cell lung cancer (NSCLC), which exhibits a heterogeneous and aggressive phenotype,
is the most common cause of cancer deaths worldwide. It is known as the most common and deadliest
malignancy in all male and female populations. Most cases of lung cancer are diagnosed in the late stages
and overall survival rates are low. Surgery is still the main approach used in the treatment of lung cancer;
however, many patients die due to relapse and drug treatment failure. Most chemotherapeutic drugs used
following surgery cause systemic cytotoxicity and serious side effects in both cancer and healthy cells.
Therefore, there is an increasing need for further investigation of new therapeutic targets. It is predicted
that green synthesized gold nanoparticles (AuNP) may recently serve as potential therapeutic agents in
treating lung cancer in humans, as they can interact with cells at molecular resolution and provide superior
biocompatibility. AUNPs, which are metal nanoparticles that are more stable and biocompatible than other
nanoparticles, have the potential to be widely used in medicine thanks to their antifungal, antibacterial,
antiviral, and anticancer activities. However, Celecoxib, a COX-2 selective inhibitor, plays an important
role in the treatment and prevention of cancer. The use of various antineoplastic drugs in combination with
COX-2 inhibitors holds promise for cancer control and treatment. It is thought that the combined treatment
of AuNP and Celecoxib agent may represent a potential new strategy to inhibit tumor progression by
mediating tumor suppressor activities in lung cancer. Studies to be carried out in this context will greatly
contribute to preventing and treating lung cancer progression.

In this thesis study, AuNPs of different sizes were synthesized by changing the aqueous extract
concentration of the root part of the Orchis Spitzelii (Salep) plant, which is known to have an anticancer
effect, with green synthesis. Synthesized AuNPs were characterized by UV-Vis, XRD, FT-IR, DLS, Zeta
potential, TEM, and FESEM-EDX methods. NCI-H441 human lung cancer and HUVEC cell line were
treated with increasing doses of green synthesized AuNPs, Orchis Spitzelii (Salep) plant extract, and
Celecoxib agent for 24 hours. The cytotoxic effects of NCI-H441 on human lung cancer and the HUVEC
healthy cell line were determined by cell viability testing. With the determined ICs doses, changes in the
gene expressions of CD36, TIMP2, MMP2, PGE2, COX-2, and VEGFR2, which are target genes related
to the PPARYy signaling pathway and angiogenesis, invasion, metastasis, and fatty acid metabolism, were
examined by gRT-PCR. In addition, the MMP2 protein level change involved in the EMT process was
examined by the Western Blot method.

Vi



As a result of the cell viability test, green synthesized AuNPs showed that their cytotoxicity
increased as their size decreased, and as a result of gRT-PCR, they statistically significantly upregulated
PPARy, CD36, and TIMP2 gene expression, which are associated with angiogenesis and EMT process, at
a better level than Extract and Celecoxib agent, and MMP2, PGE2. It was concluded that it downregulated
the expression of COX-2 and VEGFR2 genes in a statistically significant way. Western Blot study showed
statistically significant suppression of MMP2 protein level in parallel with gene expression studies.

When all data were evaluated within the scope of the study, it was determined that green
synthesized AuNPs exhibited higher biocompatibility against healthy HUVEC cells compared to NCI-
H441 lung cancer cells, as desired. We showed that green synthesized AuNPs inhibited MMP-2-induced
EMT and VEGFR2-induced angiogenesis in lung cancer cells and prevented metastasis. Activation of
PPARy with AuNPs prevents the expression of MMP2, a mesenchymal marker. Together with the low
toxicity profile of AuNPs, our data suggest that these nanoparticles may serve as potential therapeutic
agents to inhibit metastasis.

Keywords: Gold nanoparticle, Size Effect, Celecoxib, Non-small cell lung cancer, Matrix
Metalloproteinase 2, Orchis Spitzelii (Salep), Green synthesis
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1. GIRIS

Kanser, anormal hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde biiylimesi ve diger organlara
yayillmasiyla viicudun hemen hemen her organinda veya dokusunda baslayabilen
heterojen bir hastalik grubu olarak bilinmektedir (Word Health Organization, 2023).
Kanser diinya ¢apinda 6nemli bir halk sagligi sorunudur ve gelismis iilkelerde 6liimlerin
onde gelen nedenidir (Siegel, Miller, Wagle ve Jemal, 2023; Sung ve digerleri, 2021).
Akciger kanseri ise diinya c¢apinda kanserden Oliimlerin en sik nedenidir (Bray ve
digerleri, 2018). Akciger kanseri tedavisinde cerrahi hala kullanilan temel
yaklagimdir; ancak c¢ok sayida hastada ila¢ tedavilerine ragmen niiks gelismekte ve
hastalar hayatlarin1 kaybetmektedir (Tartour ve Zitvogel, 2013).

Son ¢aligsmalarda Peroksizom Proliferator ile Aktive Edilen Reseptorlerin (PPAR)
kanserin ilerlemesinde, hiicre farklilagsmasinda ve apoptozda rol oynadigi gosterilmistir.
PPAR ligandlarin1 ve PPAR sinyal yollarini etkileyen diger ajanlarin, ¢esitli insan
kanserlerinde tiimor baskilayici aktivitelere aracilik ederek kemopreventif potansiyele
sahip olduklar1 ve tiimdr karsinogenezini ve ilerlemesini inhibe etmek i¢in potansiyel yeni
bir stratejiyi temsil edebilecegi gosterilmistir (Sertznig, Seifert, Tilgen ve Reichrath,
2007). PPARY, PPAR niikleer reseptdr ailesinin en ¢ok ¢alisilmis iiyesidir ve aktivitesinin
hem ligand bagimli hem de ligand bagimsiz modiilasyon yontemleri olusturulmustur. Bu
baglamda, giiniimiizde piyasada PPARy modiilasyonuna yonelik yeni ilag tasarimiyla
ilgili bilimsel arastirmalara odaklanilmaktadir (Okine, Gaspar ve Finn, 2019). Epitel
hiicrelerinin mezenkimal hiicrelere doniisiimii, epitelyal belirteclerin kaybina ve
mezenkimal Ozelligin kazanilmasina neden olmaktadir (Xiao ve He, 2010). Uzak
metastaz, akciger kanserinde kotii prognozun baslica nedeni olmaya devam etmektedir
(Huang ve digerleri, 2019). Yapilan bir ¢alismada PPARYy aktivitesinin azalmasi sonucu
akciger kolonizasyonu ve uzak metastazlarin meydana geldigi gosterilmistir (Jiarong
Chen ve digerleri, 2020). Reka ve arkadaslari, PPARy'nin sentetik ligandlar tarafindan
aktivasyonunun, A549 akciger kanseri hiicrelerinde Matriks metalloproteinaz (MMP)
seviyelerinin azalmasi sonucu epitelyal-mezenkimal gegise (EMT) bagli hiicresel
migrasyon ve invazyonu inhibe ettigini gostermistir (Reka ve digerleri, 2010). Bununla
birlikte, timor mikro ¢evresinde bulunan inflamatuar hiicrelerin neoplastik siiregte yer
aldig, hiicre ¢ogalmasini, sag kalimini, invazyon ve metastazi tesvik ettigi genel olarak
kabul edilmektedir. Bu nedenle, kanser tedavisinde anti-inflamatuar ilaglarin

kullanilmasinin umut vaat edebilecegi diigiiniilmektedir.



Bu sorunla iligkili potansiyel bir yol, siklooksijenaz-2 inhibisyonudur; 6zellikle
bu enzimin asir1 ekspresyonunun kanser dokularinda meydana geldigi ve ayn1 zamanda
cesitli insan malignite tiirlerinde kotii prognozla iligkili oldugu kanitlanmistir. COX-2
se¢ici inhibitor olan Celecoxib, 20 yili askin siiredir 6zellikle anti-inflamatuar, analjezik
ve antipiretik ilag olarak kullanilmaktadir. Son yillarda Celecoxibin antineoplastik
etkileri {izerine yapilan arastirmalarin biliylikk cogunlugu, etki mekanizmalarini
aciklamaya calisan klinik 6ncesi ¢aligmalara atifta bulunmaktadir. Hem klinik 6ncesi hem
de klinik caligmalar, Celecoxibin kanserin tedavisinde ve 6nlenmesindeki roliine iliskin
umut verici sonuclar ortaya koymustur (Totoczko-Iwaniuk, Dziemianczyk-Pakieta,
Nowaszewska, Celinska-Janowicz ve Miltyk, 2019).

Nanopartikiiller (NP'ler) farkli bilim dallarinda genis ¢apta arastirilmaktadir ve
nanotip ajanlari, kansere karsi terapotik yaklasimlar gelistirme konusunda umut vaat
etmektedir (Aghebati-Maleki ve digerleri, 2020). Cok sayida NP tiirii arasinda altin
nanopartikiiller (AuNP'ler), biyouyumluluk, plazmonik 6zellikler, son derece gelismis
kimya, kolay hazirlanma ve fizikokimyasal stabilite gibi benzersiz 6zelliklerinden dolay1
hastalik teshis ve tedavisinde biiytik ilgi géormektedir (Aghaie ve digerleri, 2019; Bouché
ve digerleri, 2020; Y. Wang, Xu, Shi ve Yang, 2020).

Bu ¢alismada, NCI-H441 insan akciger kanseri hiicre hattinda yesil sentezlenen
AuNP’lerin boyut etkisinin ve COX-2 inhibitorii olan Celecoxib ile kombine tedavisi
sonucunda PPARY sinyal yolagi ve EMT siirecinde yer alan genler {izerindeki etkisinin
incelenmesi  hedeflenmigtir. COX-2 inhibitorleriyle birlikte ¢esitli  ilaglarin
kullanilmasimnin kanser kontrolii ve tedavisi i¢in umut vaat ettigi bilinmektedir.
Literatiirde NCI-H441 akciger kanseri hiicre hattinda AuNP’lerin boyut etkisinin ve
Celecoxib ilacinin kombine uygulanmasi sonucunda EMT ve anjiyogenez siireci ile
iliskili CD36, TIMP-2, MMP-2, VEGFR2, COX2, PGE2 genleri ve PPARYy sinyal yolagi
arasindaki iliskiyi gosteren herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.

AUNP ve COX-2 inhibitorlerinin kombine tedavisinin kanserdeki roliine iliskin
bilgi arttik¢a, kanser ve kanserde kotii prognozun baglica nedenlerinden olan metastazin
Onlenmesi ve tedavisi i¢in terapotik hedefler olarak kullanilmasi potansiyeli artmaktadir.
Akciger kanserini tedavi etmek amaciyla gilivenli ve etkili molekiiler hedefli

tedavi yontemlerinin arastirilmasi 6nemlidir.
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2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Akciger ve Akciger Kanseri

Akcigerler, ince ser6z bir zar olan plevral kese ile sarili, ylizeyi parlak ve piiriizsiiz
koni yapisinda organlardir. Akcigerler gogiis boslugu igerisine yerlesmistir (Sekil 2.1)
(Schulte, Schumacker ve Schiinke, 2015; Unur, Ulger ve Ekinci, 2012). Sag akciger daha
biiyiikk olmakla birlikte ii¢ lobdan meydana gelirken, daha kiigiik olan sol akciger ise iki
lobdan olusmaktadir (Sekil 2.2). Akcigerler iki primer bronstan meydana gelmektedir.
Bronslar kiigiilerek bronsiyol olarak adlandirilan yapilari meydana getirmektedir.
Bronsiyoller silyali kiibik epitel hiicre, silyasiz Clara hiicresi, fircamsi kenarli Brush
hiicreleri ve kiigiik graniiler hiicreler olmak iizere 4 adet hiicre tipini igermektedir.
Akcigerler kan damarlariyla beslenerek hem hava yollarin1 beslemekte hem de gaz
degisimini saglamaktadir (Arinci ve Elhan, 2006; Rock ve digerleri, 2009; Stocks ve
Hislop, 2002).

Burun Boslugu

Yutak

g
Girtlak / J Trake

Bronglar

Akcigerler

Sekil 2.1. Akcigerler ve solunum sistemi (Centers for Disaese Control and Prevention, 2023).

Sekil 2.2. Sag akciger (A) ve sol akcigerin (B) i¢ kisimda goriiniimii (Kilig, 2011).



Akciger kanseri heterojen ve agresif fenotip gosteren, 1 yillik goreceli sagkalim
oran1 yaklasik %22 olan bir kanser tiiridiir (Tatsui ve digerleri, 2009). Tiim kanserler gibi
akciger kanseri de viicudun temel yasam birimi olan hiicredeki anormalliklerden
kaynaklanmaktadir. Hiicre biiylimesi tizerindeki kontrol ve denge sisteminin bozulmasi,
kontrolsiiz hiicre bolinmesine neden olmakta ve bunun sonucunda bir timér kitlesi
meydana gelmektedir. Bu kontrolsiiz ¢ogalma, hiicrelerin dokularda birikmesine ve
akciger disindaki organlara (karaciger, kemik, beyin) metastaz yapmasina neden
olmaktadir (Falk ve Williams, 2010).

Akciger kanserleri, akcigerin herhangi bir kisminda ortaya c¢ikabilmekte ve
gelisebilmektedir. Tiim akciger kanserlerinin %90-95'inin solunum yollarimi kaplayan
hiicreler (bronslar ve brongiyoller) olan epitelyal hiicrelerden kaynaklandigina
inanilmaktadir; bu nedenle akciger kanserlerine bazen bronkojenik karsinomlar da
denilmektedir. Ayrica akciger kanserleri plevradan ve nadiren akcigerlerin iginde bulunan
kan damarlar1 gibi destekleyici dokulardan da kaynaklanabilmektedir (National Research
Council, 1991).

2.1.1. Akciger Kanseri Epidemiyolojisi

Diinya ¢apinda en sik teshis edilen kanser olan akciger kanseri, toplam kanser
vakalarinin %11,6'lik bir insidans orani ve toplam kansere bagli 6liimlerin %18,4'liik
Olim orani ile su anda tiim erkek ve kadin popiilasyonlarinda en yaygin ve en 6limciil
malignite olarak bilinmektedir. Oliim oram kolon, meme ve pankreas kanserinin
toplamin1 asmaktadir. Akciger kanseri nedeniyle diinya capinda her yil yaklasik
1,3 milyon insan 6lmektedir (Bade ve Dela Cruz, 2020; Siegel, Miller ve Jemal, 2019).

Kiiresel Kanser Gozlemevi (GCO)’nin GLOBOCAN 2020 veritabanina gore
2020 yilinda 2.206.771 kisiye akciger kanseri tanisi konulmus ve 1.796.144 kisi akciger
kanseri nedeniyle vefat etmistir (Sekil 2.3) (GLOBOCAN, 2020). 2023 yilinda kanserden
kaynakli en fazla mortalitenin; erkeklerde akciger, prostat ve kolorektum kanserlerinden,
kadinlarda ise akciger, meme ve kolorektum kanserlerinden kaynaklanacagi tahmin

edilmektedir (Siegel ve digerleri, 2023).


https://www.nature.com/articles/nnano.2009.235#ref-CR2
https://www.nature.com/articles/nnano.2009.235#ref-CR2
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Sekil 2.3. GLOBOCAN 2020 verilerine gore akciger kanseri insidansi ve mortalitesi (GLOBOCAN, 2020).

20. yiizyilda tiitiin kullanimmin artmasinin bir sonucu olarak erkekler arasinda
akciger kanseri Olimlerindeki hizli artig; kanserden Oliim oranini biiyiik Olglide
arttirmistir. Bununla birlikte, sigara kullanimindaki azalmanin yani sira kanserlerin erken
teshisi ve tedavisindeki geligsmeler sayesinde akciger kanseri 6liim orani erkeklerde
1990'dan 2020'ye %58, kadinlarda ise 2002'den 2020'ye %36 azalmistir (Sekil 2.4). 2023
yilinda akciger kanserinden kaynaklanan 127.070 6liimiin yaklasik %81 inin dogrudan
sigara igmekten, %2,8'inin ise pasif igicilikten kaynaklanacag: diisiiniilmektedir (Siegel
ve digerleri, 2023).
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Sekil 2.4. Erkek ve kadinlarda kanser mortalitesi oranlari, Amerika Birlesik Devletleri, 1930-2020 (Siegel
ve digerleri, 2023).



2.1.2 Akciger Kanseri Histolojisi

Akciger kanseri, histoloji, prevalans, biyolojik davranig, prognoz ve tedaviye
yanit agisindan farkli olan kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) ve kiigiik hiicreli
akciger kanseri (KHAK) olmak tizere iki ana alt tipe ayrilmaktadir (Dela Cruz, Tanoue
ve Matthay, 2011). KHAK, kanser 6liimlerinin besinci 6nde gelen nedeni olmakla birlikte

akciger kanserlerinin yaklagik %15'ini temsil etmektedir (Valliéres ve digerleri,
2009). Genel olarak KHAK, daha yiiksek oranda niikleer/sitoplazmik, ince graniiler

niikleer kromatin igermektedir. Niikleolus yoktur ve ortak ig seklinde yapiya sahiptir
(Travis, 2014). Noroendokrin (NE) hiicrelerden koken alan KHAK, kemoterapi ve
radyasyona direng, agresif proliferasyon ve yiiksek metastaz oraniyla karakterize

edilmektedir (Sekil 2.5) (Dowell, 2010; Mak, Li ve Minchom, 2019; Travis, 2011).

A B Trake ve Brong
3 X grei X W gobilet Silyal
Kuguk Hicreli Akciger Kanseri cubhbcrslen  piereled  \ootaler
{KHAK) ;

K

At . s ATy

bazal hocreler

Brongiyol .

Digerleri Akciger
Adenokarsinomu
Biyiik Hicreli ®
KarS:nom LR ‘ LR ‘ .. e
Skuamoéz narcendakrin
Huocreli hacreled .
Karsinom

Brongiyoalveolar Bolge

Kuguk Hiicreli Digi Akciger Kanseri
(KHDAK)

Tip | pramasit
Sekil 2.5. Akciger kanserinin histolojik olarak 51n1ﬂand1r:;;:;;&zgmargo Barros-Filho ve digerleri, 2019).

KHDAK  %85'lik  insidanst ile akciger kanserinin en yaygin
tiriidiir. KHDAK, biiyiik hiicreli karsinom, skuamoz hiicreli karsinom, adenokarsinom
ve diger daha az farklilasmig varyantlar dahil olmak {izere birkag alt tipten meydana
gelmektedir (Goldstraw ve digerleri, 2011). Adenokarsinom yaklasik %40 oran ile en
yaygin KHDAK tipidir (Akkoglu, 2006; Travis, Brambilla, Burke, Marx ve Nicholson,

2015).


https://5cef0b7b43e7a42fd019406d30fe2e79ab6b0d1f.vetisonline.com/topics/medicine-and-dentistry/small-cell-lung-cancer
https://5cef0b7b43e7a42fd019406d30fe2e79ab6b0d1f.vetisonline.com/topics/medicine-and-dentistry/small-cell-lung-cancer
https://5cef0b7b43e7a42fd019406d30fe2e79ab6b0d1f.vetisonline.com/topics/medicine-and-dentistry/large-cell-carcinoma

Bronsg epitelinin miisin salgilayan bezleri olan glandiiler epitel, kuliip (Clara)
hiicreleri, akciger periferindeki tip II pnomositlerden veya daha nadiren bronkoalveoler
epitelden koken almaktadirlar (Pikor, Ramnarine, Lam ve Lam, 2013).

KHDAK hastalarinin 5 yillik sagkalim orani sadece %]15'tir (Q. Zhang ve Xu,
2022). Klinik olarak, KHDAK hastalarinin yalnizca az bir kismina, tiimoriin cerrahi
rezeksiyonla tedavi edilebildigi erken agsamada (evre I veya II) teshis konulabilmektedir
(Travis ve digerleri, 2015). Akciger kanseri hastalarinin %60'indan fazlasi tan1 aninda
lokal olarak ilerlemis veya metastatik hastalikla (evre III veya IV) basvurmaktadir. Bu
noktada cerrahi rezeksiyon kullanilamamaktadir (Osmani, Askin, Gabrielson ve Li,
2018).

2.1.3. Akciger Kanseri Risk Faktorleri

Akciger kanseri heterojen bir hastalik olmakla birlikte ¢cok sayida risk faktoriiyle
meydana gelebilmektedir. Amerika Akciger Kanseri Vakfi (LCFA), en 6nemli 9 risk
faktoriinii sigara, ikinci el dumana maruz kalma, radon gazina maruz kalma, asbeste
maruz kalma, radyoaktif cevherler, arsenik ve berilyum dahil diger kanserojenlere maruz
kalma, yiliksek arsenik seviyelerine sahip su tiiketimi, hava kirliligi, akcigerlerin
radyasyona maruz kalmasi ve genetik yatkinlik olarak tanimlamaktadir (Sekil 2.6)

(Akhurst, 2018; https://bit.ly/3IRm2Vi, 2022; Inamura, 2017).
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Sekil 2.6. Akciger kanseri risk faktorlerinin sematik gdsterimi (Corrales ve digerleri, 2020).



Hava kirliligi gibi ¢evresel faktorlerin yani sira fiziksel aktivite, beslenme
aliskanliklar gibi diger faktorler de akciger kanserinin gelisimine katkida bulunmaktadir
(Dai ve digerleri, 2019; Hamra ve digerleri, 2014). Kronik Obstriiktif Akciger Hastalig1
(KOAH) ve astim gibi ¢esitli akciger hastaligi geciren insanlarin akciger kanserine
yakalanma olasiliginin daha yiiksek oldugunu gosterilmistir (Hvidtfeldt ve digerleri,
2021; Park ve digerleri, 2020).

Sigara kullamimi akciger kanseri i¢in en yaygin risk faktorii olarak bilinmektedir
ve akciger kanserinin tiim histolojik tipleri ile iliskilidir. Bu faktorler, akciger kanserinin
olusumunda tek bagina veya sigara kullanimi ile etki gosterebilmektedir (Khuder, 2001).
Hayati boyunca hi¢ sigara igmeyenlere kiyasla, sigara igenlerin akciger kanserine
yakalanma riskinin 6nemli 6l¢iide arttigi gosterilmistir (Szabo, Mao, Lam, Reid ve Keith,
2013). Bununla birlikte sigara i¢cilmemesi durumunda akciger kanseri vakalarinin %63,73
gibi 6nemli bir oranda Onlenebilecegi bildirilmistir (X. Wang ve digerleri, 2022).
Elektronik sigaranin uzun vadeli etkileri su anda bilinmemektedir ancak yapilan bir
calismada elektronik sigaraya maruz kalan farelerde, kontrol havasina maruz kalan
farelere kiyasla akciger adenokarsinomlarinin gelismeye daha yatkin oldugu
gozlemlenmistir (Tang ve digerleri, 2019).

Radon maruziyeti, Amerika Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi (US EPA)
tarafindan sigara icmeyenler arasinda akciger kanserinin bir numarali nedeni olarak
gosterilmektedir (United States Environmental Protection Agency, 2023). Canli
organizmalarin maruz kaldigi dogal radyasyon maruziyeti kaynaklarmin biiyiik bir
kismimi (%54) radon gazi olusturmaktadir (Sextro, 1994). insan saghig1 agisindan kritik
endise, radonun solunabilmesi ve daha sonra solunum yolu i¢indeki mukoza zarlarina
yapisabilmesi gerceginden kaynaklanmaktadir. insan viicudunun sinirlari i¢inde radon
atomlari, o (alfa) radyasyonu olarak bilinen bir radyasyon bi¢imi yayarak radyoaktif
bozunmaya maruz kalmaktadir. Bu o radyasyon, DNA'da mutasyon olusturmakta ve
akciger hiicrelerine zarar vermektedir. Uzun siireli o radyasyonu maruziyeti kanser

gelisimiyle sonuglanabilmektedir (Robertson, Allen, Laney ve Curnow, 2013).


https://5cef0b7b43e7a42fd019406d30fe2e79ab6b0d1f.vetisonline.com/topics/medicine-and-dentistry/chronic-obstructive-pulmonary-disease

Farkli kokenlerden kaynaklanan mesleki maruziyetler, diinya capinda akciger
kanserinin 3. nedenini olusturmaktadir ve vakalarin %5-10'unda bir iliski bulunmustur.
Asbest maruziyeti su anda mesleki maruziyetler arasinda en 6nemlisi olarak bildirilmistir.
Asbeste maruz kalma, akciger kanseri riskinin bes kat artmasiyla iliskilendirilmistir
(Alberg, Brock, Ford, Samet ve Spivack, 2013; de Groot, Wu, Carter ve Munden, 2018).
Asbest maruziyetinin akciger kanseri riskinin yani sira mortaliteyi de arttirmaktadir.
Bununla birlikte sigara icmeyenlerde asbest maruziyetinin akciger kanseri riskini 3,6 kat
arttirdig1 rapor edilmistir. Yapilan bir ¢caligmada, asbest maruziyetinin hem sigara igen
hem de sigara igmeyen vakalarda akciger kanserinden 6liim riskini iki katina ¢ikardigi
gozlemlenmistir (P. N. Lee, 2001; Markowitz, Levin, Miller ve Morabia, 2013).

Insanlar i¢in toksik olan ve olumsuz etkilere yol acan arsenige maruz kalma,
akciger kanseri malignitelerine neden olmaktadir (Wei, Zhang ve Tao, 2019). DNA
hasarma ve DNA metilasyonu gibi epigenetik degisikliklere neden olabilmektedir
(Kojima ve digerleri, 2009; Konkel, 2015). Hiicre proliferasyonu , apoptoz ve hiicre
dongiisii  yollar1 gibi belirleyici sinyal yolaklarin1 diizenleyerek karsinogenezi
indiiklemektedir (Medda, De ve Maiti, 2021).

Ev i¢i yakit dumam yalnizca akciger kanseri i¢in 6nemli bir risk faktorii olmakla
kalmay1p, ayn1 zamanda Diinya Saglik Orgiitii (DSO), tarafindan rapor edildigi iizere
belirli bir risk faktoriine atfedilen oliimlerin kiiresel olarak 10'uncu nedenini olarak
bildirilmistir. DSO diinya ¢apinda tiim hanelerin yaklasik %40'mnin ve kirsal hanelerin
%90"min yemek pisirmek veya 1sinmak i¢in kat1 yakit kullandigini tahmin etmektedir; bu
da yaklasik 3 milyar insana karsilik gelmektedir. Bu sorun, diisiik gelirli tlkelerle
belirgin bi¢imde daha alakalidir (Balmes, 2019; Desai, Mehta, Smith ve World Health
Organization, 2004). Evsel yakit, yanma sirasinda duman agiga ¢ikartmakta, bu da ic
mekan  hava  kirliligini ve dolayisiyla partikiil maddeye maruz  kalmay1
artirmaktadir. Asya'da pek ¢ok iilke evsel yakit olarak komiir yakmaktadir ve bu
uygulamanin yapildigi bilinen belirli bolgelerdeki yiiksek akciger kanseri vakasinin olasi
bir nedeni olarak evsel yakit kullanimi 6ne siiriilmektedir (Downward ve digerleri, 2017).

Enfeksiyonlara bagli sekonder kronik inflamasyonun karsinogenez ile iliskili
oldugu bilinmektedir. Kronik enfeksiyonlar arasinda, hiicre i¢i patojen Mycobacterium
tuberculosis'in neden  oldugu akciger tiiberkiillozunun, sigara i¢ilmesi durumuna
bakilmaksizin ve onemli bir gecikme siiresiyle akciger kanseri riskini siirekli olarak

arttirdi@1 gosterilmistir (Brenner, McLaughlin ve Hung, 2011).


https://5cef0b7b43e7a42fd019406d30fe2e79ab6b0d1f.vetisonline.com/topics/medicine-and-dentistry/asbestos-exposure
https://5cef0b7b43e7a42fd019406d30fe2e79ab6b0d1f.vetisonline.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/epigenetics
https://5cef0b7b43e7a42fd019406d30fe2e79ab6b0d1f.vetisonline.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/epigenetics
https://5cef0b7b43e7a42fd019406d30fe2e79ab6b0d1f.vetisonline.com/science/article/pii/S237277052200105X#bib9
https://5cef0b7b43e7a42fd019406d30fe2e79ab6b0d1f.vetisonline.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/cell-proliferation
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/atmospheric-aerosol
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/chronic-inflammation
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/pathogen
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/mycobacterium-tuberculosis
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/mycobacterium-tuberculosis
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/lung-tuberculosis
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Akciger kanseri, HIV’i (Insan bagisiklik eksikligi viriisii) pozitif kisilerde AIDS
(Kazanilmis  Bagisiklik  Yetersizligi  Sendromu) tanimlamayan en yaygin
malignitedir ve antiretroviral tedavi zamanlarinda kanser 6liimlerinin 6nde gelen nedeni
haline gelmistir (Hernandez-Ramirez, Shiels, Dubrow ve Engels, 2017). HIV pozitif
poplilasyonda, hastalarin sigara igme durumundan bagimsiz olarak akciger kanseri
riskinde artis vardir (de Groot ve digerleri, 2018). HPV (insan Papilloma Viriis)
deoksiriboniikleik asit (DNA), akciger kanseri vakalarinin yaklagik %20'sinde tespit
edilmektedir (Bae ve Kim, 2015). Latin Amerika popiilasyonunda yapilan bir ¢alismada,
132 akciger adenokarsinomu hastasi, HPV16 agisindan degerlendirilmistir. Agirlikli
olarak kadinlar olmak tizere hastalarin %39'unda HPV16 enfeksiyonu pozitif oldugu
tespit edilmistir (Cardona ve digerleri, 2013). Enfeksiyoz ajanlardan, en yaygin insan
patojenlerinden biri olan Helicobacter pylori enfeksiyonunun akciger kanseri riskini
onemli Ol¢iide artirabildigi gosterilmistir (Deng, Li, Zhang, Bai ve Yang, 2013).

Inflamatuar hastaliklar da akciger kanseri riskiyle iliskilendirilmistir. En
yaygin akciger hastaliklarindan biri olan astim bu baglamda kapsamli bir sekilde
incelenmistir. Bu durum akcigerlerde kronik inflamasyonla kendini gosterir ve calismalar
astim ile akciger kanseri riski arasinda bir iligki bulmustur. Qu ve ark., astimin akciger
kanseri riskinin artmasiyla anlamli derecede iligkili oldugu sonucuna varmislardir (Qu ve
digerleri, 2017).

Akciger kanseri molekiiler patogenezi olduk¢a karmasik olup, tiim tlimorler
icerisinde genetik bozukluklarin en fazla oldugu kanser tiirii olarak bilinmektedir.
Akciger kanserinde en yaygin mutasyona ugrayan onkogenler KRAS, EGFR, BRAF,
PIK3CA ve MET’dir. Bu genler kanserin dngériicii ve prognostik gostergeleri olarak
kabul edilmektedir (Cappuzzo ve digerleri, 2005; Carper ve Claudio, 2015; Vogelstein ve
digerleri, 2013). Ornegin, EGFR sinyalinin downregiile olmasi temel olarak
proliferasyon, anjiyogenez ve metastaz artisiyla birlikte apoptozun azalmasina neden
olmaktadir (da Cunha Santos, Shepherd ve Tsao, 2011).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cancer
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/therapeutic-procedure
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/lung-adenocarcinoma
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/helicobacter-pylori
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/helicobacter-infection
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/inflammatory-disorder
https://5cef0b7b43e7a42fd019406d30fe2e79ab6b0d1f.vetisonline.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/angiogenesis
https://5cef0b7b43e7a42fd019406d30fe2e79ab6b0d1f.vetisonline.com/science/article/pii/S088875432200146X#bb0130
https://5cef0b7b43e7a42fd019406d30fe2e79ab6b0d1f.vetisonline.com/science/article/pii/S088875432200146X#bb0130
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2.1.4. Akciger Kanserinde Evreleme

Prognoz lizerinde biiyiik etkisi olan ¢esitli faktdrlere dayanarak akciger kanserini
evrelemek oOnemlidir. Tiimoriin evrelendirilmesi prognoz ve tedavi se¢imi lizerinde
Oonemli bir rol oynamaktadir. Uluslararas1 Akciger Kanseri Calismalar1 Birligi (IASLC),
gogiis kanserinin siniflandirilmasina iligskin veriye dayali kanitlarin birincil kaynagi
olarak kabul edilmektedir ve zaman i¢inde genisleyen sagkalim veri tabanina dayanarak
¢ok sayida revizyon yapmistir (Rami-Porta ve digerleri, 2015).

TNM evreleme sisteminin T faktori, timor boyutu, timor invazyonu ve primer
timoriin konumundan olugsmaktadir. N ilgili lenf nodlarinin yapisal konumunu, M ise
kanserin metastaz yapip yapmadigini ifade etmektedir (Asamura ve digerleri, 2015; El-

Sherief ve digerleri, 2014; Rami-Porta ve digerleri, 2015).
Tablo 2.1. Akciger Kanseri TNM Evrelemesi (Cok, 2018).

T faktorii tanimlayicilart

TX Primer tiimoriin degerlendirilemedigi veya balgam ya da bronsiyal
yikama sivisinda malign hiicrelerin gosterildigi ancak tiimoriin

bronkoskopi veya goriintilleme yontemleri ile saptanamadigi

durumlar
TO Primer tiimor kanit1 yok
Tis Karsinoma in situ*
T1 Ana brons tutulumu olmadan akciger veya visseral plevra ile gevrili,

en genis c¢apt <3, bronkoskopik olarak lob bronsundan daha

proksimalde invazyon bulgusu olmayan tiimor?

T1mi Minimal invaziv adenokarsinom?
Tla Tilimdriin en genis cap1 <1 cm
T1b Tlimoriin en genis ¢ap1 >1 cm, <2 cm
Tlc Tilimdriin en genis ¢apt >2 cm, <3 cm
T2 Tilimdriin en genis ¢cap1 >3 cm, <5 cm veya asagidaki 6zelliklerden en

az birine sahip olan tiimor* *Karinay1 invaze etmeden, karinaya
uzakligina bakilmaksizin ana bronsu tutan tiimor *Visseral plevra
invazyonu *Hiler bolgeye uzanan atelektazi veya obstriiktif pndmoni

(kismi veya total atelektazi/pndmoni)

T2a Timoriin en genis ¢ap1 >3 cm, <4 cm

T2b Tiimdriin en genis ¢apt >4 cm, <5 cm
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T3 Primer tiimorle ayni lobda metastatik nodiil/ nodiiller
Tiimoriin en genis ¢apt >5-<7 cm veya asagidaki yapilardan birine
direkt invazyon varligi:
*Goglis duvar1 (stiperior sulkus tiimorleri dahil), frenik sinir,
pariyetal perikard)

T4 Timorlin en genis ¢apt >7 cm veya asagidaki yapilardan birine

invazyon varlig: *Diyafragma, mediasten, kalp, biiylik damarlar,
trakea, rekiirren laringeal sinir, 6zefagus, vertebra korpusu, karina

Primer tiimorle ayn1 akcigerde fakat farkli lobda nodiil/nodiiller

Tis adenokarsinoma in situ ve skuaméz hiicreli karsinoma in situyu kapsar

2Ana brongun proksimaline uzanan, bronsiyal duvara sinirli invazyon gdsteren herhangi bir biiyiikliikteki
nadir yiizeyel timdr yayimi da T1la olarak siniflandirilir

3Soliter adenokarsinom (3 cm’den daha biiyiik boyutta olmayan), lepidik baskin paternli ve herhangi bir
odakta 5 mm’den daha biiyiik boyutta invazyona sahip olmayan “Bu 6zellikleri ile T2 tiimér; eger <4

cm veya biiyiikliigii belirlenemiyor ise T2a; eger >4 cm fakat <5 cm ise T2b olarak siniflandirilir

N faktorii tanimlayicilar

Nx | Bolgesel lenf bezleri degerlendirilemiyor

NO | Bolgesel lenf bezi metastazi yok

N1 | Ipsilateral peribronsiyal ve/veya ipsilateral hiler lenf bezlerine ve/veya
intrapulmoner lenf bezlerine metastaz veya direkt invazyon

N2 | Ipsilateral mediastinal ve/veya subkarinal lenf bezlerine metastaz

N3 | Kontralateral mediastinal, kontralateral hiler, ipsilateral veya kontralateral

skalen veya supraklavikiiler lenf bezlerine metastaz

M faktorii tanimlayicilar

MO

Uzak metastaz yok

M1

Uzak metastaz var

Mla Kars1 akcigerde metastatik nodiilnodiiller, plevral veya perikardiyal
metastatik nodiiller veya malign plevral veya perikardiyal efiizyon?

M1b Tek bir ekstratorasik organda, tek metastaz?

Mlc Bir veya birden ¢ok organda multipl ekstratorasik metastaz

1Akciger kanseriyle birlikte olan plevral-perikardiyal efiizyonlar genellikle tiimdre bagh gelisir. Ancak

bazen patolojik incelemelerde plevral-perikardiyal sivida timor gorillmemektedir. Bu bulgular varsa ve
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klinik degerlendirme efiizyonun tiimorle ilgili olmadig1 yoniindeyse efiizyon evreleme belirleyicisi
olarak kullanilmamalidir

2Bu durum bolgesel olmayan tek bir uzak lenf bezi metastazin1 da kapsamaktadir

2.1.5. Akciger Kanserinde Belirti ve Bulgular

Akciger kanseri vakalarinda en sik goriilen semptomlar oksiiriik, yorgunluk, nefes
darhigi, gogiis agrisi, kilo kaybi, inat¢1 enfeksiyon ve hemoptizidir. Hemoptizi akciger
kanserlerinin yalnizca beste birlik kisminda goriilmektedir (Shim, Brindle, Simon ve
George, 2014). Iskelet agrisi ve nérolojik bulgularla iliskili semptomlar metastatik
tutulum ile iliskilidir. Bununla birlikte akciger kanserinin erken belirtileri, saglikli
bireylerde dahi hi¢bir zaman spesifik degildir ve eslik eden bir hastaligin mevcut olmasi
durumunda bunlar tespit etmek inanilmaz derecede zor hale gelmektedir (Buccheri,
2004).

2.1.6. Akciger Kanserinde Teshis ve Tedavi

Akciger kanserinin olusumu ve ilerlemesi karmasiktir ve birka¢ adimdan meydana
gelmektedir. Genellikle akciger kanseri vakalarmin c¢oguna ge¢ evrelerde teshis
konulmaktadir ve sagkalim oranlar1 zayiftir. Akciger kanserinde evreleme, kanserin
metastazina veya bolgesel olup olmamasina dayanmaktadir. Akcigerler timér kitlesine
gore oldukc¢a bilyiikk oldugu icin timdr belirli bir boyuta ulasincaya kadar fark
edilmemektedir. Bu nedenle, akciger kanserini erken evrelerde (Evre I ve II) teshis etmek
olduke¢a zordur (Coskun ve Dabak, 2019; Langer, Besse, Gualberto, Brambilla ve Soria,
2010; Yilmaz ve digerleri, 2011).

Akciger kanserinin erken teshis orani yaklasik %15'tir ve hastalarin %75'ine lokal
ileri veya metastatik asamada tan1 konulmaktadir (Jacobsen ve digerleri, 2017). KHDAK
vakalarmin %30-40'1 evre IV'tiir. Klinik olarak, DSO kriterlerine gére akciger kanserinin
1. evresinde tiimor hiicreleri akcigerde yer alir fakat heniiz herhangi bir lenf noduna
yayillmamustir. 2. evresinde tiimor hiicreleri akciger icindeki lenf bezlerine yayilmustir, 3.
evreye gecildiginde timor hiicreleri gdgsiin ortasindaki lenf diigiimlerine yayilmistir ve
4. evrede tiimor hiicreleri uzak organlara metastaz yapmaktadir (Akhurst, 2018; Inamura,
2017).

Akciger kanserinde erken teshis etkili tedavinin temel tasidir. Mevcut tedaviler
arasinda cerrahi rezeksiyon, radyofrekans ablasyonu, kemoterapi hedefli tedaviler,
radyoterapi, immiinoterapi ve palyatif tedavi yer almaktadir (Friih ve digerleri, 2013;

Postmus ve digerleri, 2017).
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Erken evre KHDAK tedavisinde genellikle cerrahi rezeksiyon kullanilmaktadir.
Ne yazik ki, akciger kanserlerinin ¢ogu ileri bir evrede teshis edildigi i¢in ileri evrelerdeki
KHDAK igin birinci basamak kemoterapidir. Genellikle ileri evre kanserli hastalarda
timorlerin cerrahi olarak ¢ikarilmasmi takiben, kemoterapi uygulanmaktadir. Ancak
kemoterapiye yanit orani1 %30'un altindadir. Ayrica gogu kemoterapétik ilag hem kanser
hem de normal hiicrelerde sistemik sitotoksisiteye ve ciddi yan etkilere neden olmaktadir
(Antonicelli ve digerleri, 2013; A. Z. Wang, Langer ve Farokhzad, 2012; Zarogoulidis ve
digerleri, 2013). Bu ylizden, yeni terapotik hedeflerin daha fazla arastirilmasina ihtiyag
artmaktadir (Ramalingam, Varunkumar, Ravikumar ve Rajaram, 2018). Cesitli mutasyon
aktivasyonlarinda 6nemli bir rol oynayan epidermal biiytime faktori reseptoriinii (EGFR)
hedefleyen terapiler ve ROS proto-onkogen 1’in (ROS1) yeniden diizenlemesi gibi
akciger kanseri tedavileri olmasina ragmen, akciger kanseri hastalarinin sagkalim orani
hala diisiiktiir. Tedavinin etkinligi ge¢ tant ve mevcut tedavi rejimlerinin diisiik yanit
vermesi nedeniyle hala sinirlidir (Arbour ve Riely, 2019; Cuneo, Nyati, Ray ve Lawrence,
2015; C. Lee ve digerleri, 2017).

Giinimiizde akciger kanseri tarama yontemleri baslica akciger rontgeni, diisiik
doz bilgisayarli tomografi, balgam eksfolyatif sitolojisi, bronkoskopi ve akciger
biyopsisini igermektedir. Gogiis rontgeni incelemesi, yiiksek diizeyde yanlis negatiflik ve
hastaligin erisilebilir gecikmesi nedeniyle erken akciger lezyonlarini tam olarak
gosterememektedir (Hoffman ve Sanchez, 2017; Latimer, 2018). Akciger kanseri siiphesi
olan hastalarin tanisinda birincil yontem olan bronkoskopi, bir¢ok komplikasyonu olan
bir tan1 ve tedavi yontemidir (Gharsalli ve digerleri, 2018). Akciger dokusu biyopsisi i¢in
gereken oOrnek doku icindeki heterojenlik, tespitin dogrulugunu o6nemli o6l¢iide
etkileyebilmektedir (de Margerie-Mellon, de Bazelaire ve de Kerviler, 2016; Tomic,
Podgaetz, Andrade ve Dincer, 2015). Balgam eksfolyatif sitolojisinin basit, hizl,
ekonomik, pratik ve ozgiilligiiniin yiiksek olmasi avantajlarinin yanisira duyarliligi
diisiiktiir. Ancak akciger kanserine erken tan1 koyma da araglarinin miikkemmel 6zgiilliikte
bulunmasi ve duyarliliginin oldukg¢a yiiksek olmasina ihtiyag duyulmaktadir (Kemp,
Reinders ve Turic, 2007; Schreiber ve McCrory, 2003). Diisiik doz bilgisayarli tomografi,
radyasyona maruz kalma riski tasiyan akciger lezyonlarini tespit etmede yliksek
duyarliliga sahiptir. Erken akciger kanseri taramasinda yaygin olarak kullanilmaktadir

(Detterbeck, Mazzone, Naidich ve Bach, 2013).
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2.1.7. Akciger Kanseri ve Epitelyal-Mezenkimal Ge¢is (EMT)

Epitel hiicrelerinin mezenkimal ozellikler kazanma ve epitelyal 6zelliklerini
azaltma yetenegi ilk olarak Elizabeth Hay tarafindan gézlemlenmistir (Hay, 1995).
Epitelyal mezenkimal ge¢is (EMT), embriyogenez, gastrulasyon, kalp gelisimi ve yara
iyilesmesi i¢in gerekli olan evrimsel olarak korunmus bir programdir (Xiao ve He, 2010).
EMT, epitel hiicrelerinin transkripsiyonel olarak yeniden programlandigi, yapismanin
azalmasina, migrasyon ve invazyonun artmasina neden olan bir siirectir. Bu siireg,
spesifik transkripsiyon faktorlerinden olusan bir panel tarafindan indiiklenmektedir.
Bununla birlikte, kanserin ilerlemesi sirasinda EMT’nin, metastazda ve ila¢ direncinde
rol oynadigi, bir¢ok tiimdriin ilerlemesi ile iligkili oldugu gosterilmistir (Gheldof ve Berx,
2013; Xiao ve He, 2010).

Tip 1, Tip 2 ve Tip 3 olmak tizere ti¢ tip EMT tanimlanmustir. Tip 1, EMT spesifik
olarak embriyonik gelisimiyle iligkilidir (Chaffer, Thompson ve Williams, 2007). Tip 2
EMT, hiicreleri EMT'ye girmeye tesvik etmek i¢in bagisiklik hiicreleri tarafindan salinan
sitokinler ve proinflamatuar faktorlerin aracilik ettigi yara iyilesmesi ile iligkilidir (K. K.
Kim ve digerleri, 2006; Zeisberg ve digerleri, 2007). Tip 3 EMT ise epitel hiicrelerinin
metastaz i¢in gerekli olan temel mezenkimal fenotip 6zelliklerini kazandig1 onkogenik
EMT tipidir(Thiery, 2002).

EMT'nin ana 6zelligi epitelyal hiicrelerden hareketli, invazif ve migrasyona yatkin
olan mezenkimal hiicrelere doniisiimiin gergeklestirilmesidir. Bu siiregte epitel hiicreleri
hiicre-hiicre adezyonu ve hiicre polaritesini kaybetmekte, E-kadherin gibi epitelyal hiicre
belirteglerinin ekspresyonunu azaltip, Vimentin, Fibronektin, N-kadherin, alfa-diiz kas
aktin (a-SMA) gibi mezenkimal hiicre belirteglerinin ekspresyonunu arttirmaktadir.
Bununla birlikte istilact fenotiple iligkili MMP-2, MMP-3 ve MMP-9 gibi matriks
metaloproteinazlarin (MMP'ler) aktivitesini arttirmaktadir (Sekil 2.7) (Thiery ve
Sleeman, 2006). Boylece kanser hiicreleri ¢evredeki stromaya gog¢ etme ve istila etme ve
daha sonra kan ve lenf damarlarn yoluyla uzak bdlgelere yayilma kapasitesi

kazanmaktadir (Xiao ve He, 2010).
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EMT

Nge %

MMP2
CDH1 MMP3
DsP MMP9
TJP1 SOX10
FOXC2

Sekil 2.7. EMT'nin 8 kanonik gen belirteci (Chae ve digerleri, 2018). 8 kanonik genin 3'i
‘epitelyal’ ve 5'i 'mezenkimal' genden olugmaktadir.

Yapilan bir caligmada, E-cadherinden N-cadherine gegis, prostat kanseri
ilerlemesi ile giicli ve anlamli iliskiler gosterdigi bildirilmistir (Gravdal, Halvorsen,
Haukaas ve Akslen, 2007). MMP2’nin asir1 ekspresyonunun, akciger kanseri de dahil
olmak {izere farkli kanser tiirlerinin ilerlemesi, metastaz ve kotii prognoz ile iliskili
oldugu bilinmektedir (Chowdhury, 2016; Merchant ve digerleri, 2017). Bununla birlikte
bir timor baskilayici gen olarak TIMP2, MMP ekspresyonunu bloke ederek hiicre
biiylimesini ve invazyonunu inhibe etmektedir (Kurzawski ve digerleri, 2017; Tjomsland
ve digerleri, 2016). TIMP2, MMP'leri etkisiz hale getirmek icin MMP'lere baglanir ve
hiicre dig1 matriksi MMP'ler tarafindan bozulma ve yeniden yapilanmadan korur, boylece
timor hiicresi invazyonunu engellemektedir (Kiani ve digerleri, 2020; Vira ve digerleri,
2020).

Cesitli caligmalar E-kadherin ekspresyonu kaybi ile akciger kanserinde kotii
prognoz arasindaki iligkiyi kanitlamistir. EMT ile ilgili proteinlerin (E-kadherin, N-
kadherin, Vimentin, Integrin ve MMP-9) siklikla primer skuamdz hiicreli karsinom ve
akciger adenokarsinomunda eksprese edildigi ve akciger tiimorii beyin metastazlarinda

EMT fenotipi 6zellikleri gdzlemlenmistir. Ancak EMT ile akciger kanserinin ilerlemesi
veya prognostik Onemi arasindaki korelasyon hala tartigmalidir (Chae ve digerleri, 2018;

Karacosta ve digerleri, 2019; Prudkin ve digerleri, 2009).
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2.2. Peroksizom Proliferator ile Aktive Edilen Reseptorler (PPAR)

Kromozom 3p25 {izerine lokalize olan Peroksizom Proliferator ile Aktive Edilen
Reseptor (PPAR); ligandla aktive transkripsiyon faktorleri olan niikleer reseptor siiper
ailesi arasinda yer almaktadir (Arat ve digerleri, 2020; Sertznig ve digerleri, 2007).
Glukokortikoid, D vitamini, retinoik asit reseptorleri de niikleer reseptor siiper ailesi
tiyeleri arasinda bulunmaktadir. PPAR’lar retinoid X reseptorii (RXR) ile heterodimerler
olusturarak DNA yanit elemanlarinin islevlerini diizenlemektedir (Blanquart, Barbier,
Charles Fruchart, Staels ve Glineur, 2003; Costigan ve digerleri, 2019). Tiim PPAR'lar
lipid ve karbonhidrat metabolizmasmin diizenlenmesinde ve enerji homeostazisinde
onemli bir rol oynamaktadir (Towfighi ve Ovbiagele, 2008).

PPAR’lar, ilk olarak 1990 yilinda Issemann ve Green tarafindan tanimlanmistir
(Issemann ve Green, 1990). PPAR’lar, immiin hastaliklar, hiicre farklilasmasi/gelisimi,
kanser hiicresi proliferasyonu, hiicre sag kalimi, apoptoz ve timdr biiylimesinin
diizenlenmesi gibi biyolojik olaylardaki oynadigi rollerle kanser, kardiyovaskiiler
hastaliklar, inflamasyon ve {ireme anomalileri gibi c¢ok sayida patolojiyle
iliskilendirilmistir (Evans ve Mangelsdorf, 2014; Gou, Gong, Jin, Shi ve Hou, 2017;
Sertznig ve digerleri, 2007).

PPAR'larin endojen ligandlar arasinda serbest yag
asitleri, eikosanoidler ve lipidler yer almaktadir; bunlar baglanma sonrasinda lipid
metabolizmasi, adipogenez ve insiilin  duyarliliginda rol  oynayan spesifik hedef
genlerin transkripsiyonel aktivasyonunu indiikklemektedir (Akiyama, Meinke ve Berger,
2005).

2.2.1. PPAR’larin Yapisi

PPAR alt ailesi, ligand baglama ve DNA baglama alanlarinda yaklasik %60-80
homoloji paylasan, cesitli PPAR izoformlarin1 kodlayan farkli genlerden meydana
gelmektedir. (Atrice, And ve Wahli, 1999).

Tim PPAR proteinleri ve diger niikleer reseptorleri dort ortak domainden
meydana gelmektedir. Bunlar bir amino terminal bolgesi (A/B alani), N terminalde bir
DNA baglanma bolgesi (C), bir mentese bolgesi (D) ve C terminal bdlgesinde bulunan
ligand baglanma, dimerizasyon ve trans-aktive edici alandir (E/F). Niikleer reseptor
domainlerinden en degisken bolge olan A/B domaini, fosforilasyon yolu ile PPAR
aktivitesinde onemli bir rol oynayan ligand bagimsiz aktivasyon faktor 1°i (AF-1)
icermektedir. Domain C, niikleer reseptor siiper ailesi boyunca yapisal olarak korunmakta

ve PPAR'lara DNA baglanma spesifikligi kazandiran dokuz sistein igeren iki ¢inko


https://5cef0b7b43e7a42fd019406d30fe2e79ab6b0d1f.vetisonline.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/homeostasis
https://5cef0b7b43e7a42fd019406d30fe2e79ab6b0d1f.vetisonline.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/eicosanoid
https://5cef0b7b43e7a42fd019406d30fe2e79ab6b0d1f.vetisonline.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/lipid
https://5cef0b7b43e7a42fd019406d30fe2e79ab6b0d1f.vetisonline.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/adipogenesis
https://5cef0b7b43e7a42fd019406d30fe2e79ab6b0d1f.vetisonline.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/insulin-sensitivity
https://5cef0b7b43e7a42fd019406d30fe2e79ab6b0d1f.vetisonline.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/transcription-initiation
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parmak motifine uygun sekilde katlanmaktadir. D domaini, C ve E/F bdlgelerinin bir
arada tutan esnek bir mentese olarak goérev yapmaktadir (Sekil 2.8) (Blanquart ve
digerleri, 2003; Costigan ve digerleri, 2019; Guan ve Breyer, 2001; Marx, Duez, Fruchart
ve Staels, 2004).

A/B C D E/F

DNA baglayan Heterodimenizason ve
bélge Ligand baglayan bolge

Sekil 2.8. PPAR’larin yapisal organizasyonu (Friedmann, Cooper ve Healy, 2005). A/B:
Transaktivasyon ve fosforilasyon bolgesi, C: DNA baglanma bélgesi, D: Mentese bolgesi, E/F: Ligand

baglanma bdolgesi.

PPAR'larin E/F alani, retinoid X reseptorii (RXR) ile heterodimerizasyonda rol
oynamakla birlikte hidrofobik bir ligand baglama cebi olusturmaktadir. EK olarak E/F
alani, transkripsiyonel aktivasyonu indiiklemek amaciyla ligandin baglanmasi igin bir
aktivasyon faktor 2 (AF-2) alanini igermektedir (Blanquart ve digerleri, 2003; Tugwood
ve digerleri, 1992). C domaini, PPAR yanit genlerinin promotdr kismindaki genis bir gen
dizisinin ekspresyonunu kontrol eden spesifik PPAR yanit elementlerini (PPRE)
taninmasinda ve heterodimerizasyon sonrast PPAR’larin DNA'ya baglanmasinda islev
gormektedir (Costigan ve digerleri, 2019; Guan ve Breyer, 2001).

Ug PPAR izoformunun ligand baglanma bolgeleri karsilastirildiginda, PPAR
[/6'daki AF-2 sarmalina bitigik bolgede bulunan ligand baglanma domaini 6nemli dl¢iide
daha dardir. Bu sebeple biiyiik polar baslara sahip olan ligandlar ile baglanamamaktadir.
PPARp/S ile karsilastirildiginda, PPARa ligand baglanma domaini nispeten daha fazla
lipofilikken, PPARy ligand baglanma domaininin daha hidrofilik oldugu
gozlemlenmistir. Kristal yap1 c¢alismalarindan elde edilen bilgiler, PPAR'larin ligand
baglanma cebinin, diger niikleer reseptorlere gore cok daha biiyliik oldugunu ve
PPAR'larin, nispeten diisiik afiniteyle, degisken biiytikliikteki birden fazla dogal ligandla
etkilesimini miimkiin kilacak sekilde evrimlestigini ortaya koymaktadir (Berger ve
Moller, 2002; Friedmann ve digerleri, 2005).
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2.2.2. PPAR Izoformlar

PPARa, PPARB/S ve PPARy olmak iizere 3 ana PPAR izoformu
bulunmaktadir(X. Y. Zhang, Chen ve Guan, 2005). Tiim PPAR'lar yapisal olarak benzer
olmakla birlikte dokularda farkli izoformlarin bulunmasi ve bunlarin degisik ligandlarla

etkilesime girmesi nedeniyle farkli fizyolojik etkiler sergilemektedirler (Gilde, Fruchart
ve Staels, 2006).

2.2.2.1. Peroksizom Proliferatorle Aktive Edilen Reseptor o (PPARa)

NR1C1 (Niikleer Reseptdr Alt Ailesi 1, Grup C, Uye 1) tarafindan kodlanan
PPARa her yerde eksprese edilmektedir. Ancak ¢cogunlukla diger izoformlarin yani sira
kahverengi yag dokusu ve karaciger gibi yiiksek miktarlarda yag asitleri sunan dokularda
bulunmaktadir. Mitokondriyal ve peroksizomal yag asitlerinin beta oksidasyon hizlarini
yiikseltmesinde onemli bir role sahiptir Ayrica akciger, plasenta, bagirsak, pankreas ve
iskelet kasinda da eksprese edilmektedir (L. Han, Shen, Bittner, Kraemer ve Azhar, 2017;
Rigamonti, Chinetti-Gbaguidi ve Staels, 2008).

2.2.2.2. Peroksizom Proliferatiorle Aktive Edilen Reseptor /6 (PPARP/6)

NR1C2 (Niikleer Reseptor Alt Ailesi 1, Grup C, Uye 2) tarafindan kodlanan
PPARP/S ise iskelet kasi, adipositler, makrofajlar, akcigerler, beyin ve deri gibi birgok
dokuda eksprese edilmektedir. Kas, yag dokusu ve karaciger gibi ¢esitli dokularda diisiik
seviyeler bulunmaktadir. PPARP/&’nin yag asidi oksidasyonunun yogunlugunun
artirllmasinda etkili oldugu gézlemlenmistir (Bouwens, Afman ve Miiller, 2007; L. Han

ve digerleri, 2017).

2.2.2.3. Peroksizom Proliferatorle Aktive Edilen Reseptor y (PPARY)

PPARy, NR1C3 (Niikleer Reseptdr Alt Ailesi 1, Grup C, Uye 3) tarafindan
kodlanmaktadir. Doku ekspresyonunda farkliliklar gosteren y1, y2 ve y3 olmak {izere ii¢
farkli izoforma sahiptir. Bu izoformlarin her biri, iyi tanimlanmis bir ekspresyon modeli,
farkli doku dagilimi1 ve spesifik aktivite ile karakterizedir. PPARY proteininin ¢ok sayida

varyanta sahip olmasi bu transkripsiyon faktoriiniin ¢cok genis bir yelpazede islev
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gosterdigine igaret etmektedir. (L. Han ve digerleri, 2017; Jay ve Ren, 2007; Moseti,
Regassa ve Kim, 2016).

Insanda 3p.25.2 lokalizasyonunda yerlesik olan ve 9 ekzon iceren PPARY geninin
transkripsiyon {riiniiniin alternatif kesimi (splicing) sonucu ti¢ farkli PPARYy transkripti
meydana gelmektedir. Her PPARYy transkripti, yalnizca 5' ekzonlarda farklilik gosteren
alt1 adet 3' kodlayici ekzonu paylagsmaktadir. PPARy1'in 5' ¢cevrilmemis bolgesi Al ve A2
ekzonlarin1 igerirken, PPARy3 yalmizca A2 ekzonunu igermektedir. PPARyl ve
PPARy3' ayirt eden 5' ekzonlarin higbiri bir translasyon baslatma bolgesine sahip
olmadigindan, PPARy1 ve PPARy3 mRNA'lar1 ayni1 protein iiriinlerine neden olmaktadir.
Buna karsilik, PPARY2 ekson A2 ile ekson 1 arasinda konumlanmis PPARY2 proteininde
30 ek N-terminal amino asit saglayan, y2'ye 6zgii bir kodlama eksonu bulunmaktadir
(Auwerx, 1999; Escher ve Wahli, 2000). Farkli promotor kullanimina bagli olarak her
PPARYy izoformu farkli bir ekspresyon modeline sahiptir (Sekil 2.9) (Fajas ve digerleri,
1997; Fajas, Fruchart ve Auwerx, 1998).

11 Y3 Y2 ATG ATG
-
Al A2 B 1 2 3 4 5 6

PPARY1
505 amino asit PPARy2
477 amino asit PPARY3

Sekil 2.9. insan PPARy geninin genomik organizasyonu (Guan ve Breyer, 2001). Alternatif
promotdr kullanimy, {i¢ 5' ekzon A1, A2 ve B'nin eklenmesi, li¢ farkli transkript ve iki PPARYy protein iirlinii
(PPARy1 ve PPARY2) ile sonuglanmaktadir. Promotor y1 ve y3 transkripsiyonu, 477 amino asitlik ayn1
protein (PPARy1 protein) ile sonuglanmaktadir. PPARyl proteini ile karsilagtirildiginda promotdr y2
kullanilarak, N terminalinde ilave 30 amino asit igeren 505 amino asitlik PPARy2 proteini elde

edilmektedir.

PPAR v1 kalp, kolon, retina, pankreas, bobrek ve hemapoietik hiicreler gibi
nerdeyse tiim hiicrelerde doku ekspresyonuna sahiptir. En yiiksek ekspresyon seviyeleri
ise yag dokusunda bulunmustur. PPARY2 ¢ogunlukla yag dokusunda eksprese edilirken,
PPARY3 esas olarak kolon, makrofajlar ve yag dokusunda eksprese edilmektedir.
PPARy4’iin endotelyal hiicrelerde eksprese edildigi bulunmustur (L. Han ve digerleri,
2017; Jay ve Ren, 2007; Moseti ve digerleri, 2016).
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Niikleer hormon reseptorii siliper ailesi iiyesi PPARy, lipoprotein
metabolizmasinin, enerji dengesinin, oksidatif stresin ve inflamatuar sinyallemenin
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir (Sekil 2.10) (Seiri, Abi ve Soukhtanloo,
2019). Peroksizom proliferatoriiyle aktive olan reseptorler arasinda en kapsamli ¢alisilan
izoform PPARYy olarak bilinmektedir. PPARYy, obezite, diyabet, ateroskleroz ve kanser
gibi sayisiz hastalikta rol oynamaktadir. Birgok kanser hiicresi tipinin proliferasyonunu
ve apoptozunu modiile etmekte ve akciger, meme, kolon, prostat ve mesane dahil olmak
tizere bir¢ok insan tiimoriinde eksprese edilmektedir. Calismalar, PPARYy'nin bir timor
baskilayici olarak islev gorerek giiclii antikanser etkileri oldugunu gostermektedir. Her
ne kadar PPARYy spesifik dokulara veya ligandlara bagli olarak tiimor gelisimini baskilasa
veya tesvik etse de mekanizma hala belirsizligini korumaktadir (Albrektsen ve digerleri,

2002; Gou ve digerleri, 2017; S. Han ve Roman, 2007; Remels ve digerleri, 2009).

|
|

Bilyimenin Farkhlagma Inflamasyon ECM Mikrotiibil inhibitorleri
inhibisyonu Apoptoz Anjiyogenez EMT EGFR inhibitorleri
Proliferasyon  jmmiin hiscre aktivasyonu HDAC inhibitdrleri

Sekil 2.10. PPARy ve diger sinyal yollarmin karsilikli ¢apraz diizenlenmesi ve etkileri (Reka,
Goswami, Krishnapuram, Standiford ve Keshamouni, 2011).

Birgok kanser tipinde gosterilen PPARy’nmin fosforilasyonu sonucunda
transkripsiyonel aktivite ve farklilasmay1 destekleme kabiliyetinin biiyiik dl¢lide azaldig:
gosterilmistir (Adams, Reginato, Shao, Lazar ve Chatterjee, 1997; Camp ve Tafuri,
1997). CD36, C/EBP PPRE'lere baglanarak PPARY aktivasyonunu saglamaktadir (Zhou
ve digerleri, 2008).
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CD36 seviyesi farkli hiicre tiplerine gore degisiklik gdstermektedir. Yumurtalik
kanseri, mide kanseri, glioblastoma ve oral skuamoz hiicreli karsinom hiicreleri gibi
malign epidermal tiimor hiicrelerinde CD36 ekspresyonu belirgin sekilde upregiile
edilirken, tiimorii destekleyen tiimor mikro damarlarinda gelisim ve metastazda CD36
ekspresyonu genellikle downregiile edilmektedir (Ladanyi ve digerleri, 2018; J. Pan ve
digerleri, 2019; Pascual ve digerleri, 2017; Zhou ve digerleri, 2008). CD36 ekspresyonu
tiimor stromasinda da eksiktir. Ornegin meme kanseri stromasindaki CD36 ekspresyon
diizeyi, komsu dokulara gore oldukea diisiiktiir. Ayrica, yiiksek meme kanseri prevalansi
ile iligkili giiclii bir risk faktorii, yiiksek mamografik yogunluktur (MD) ve yiiksek MD'li
(fakat kanser icermeyen) dokularin da azalmig CD36 diizeyleri gosterilmistir. Bu kanitlar,
CD36'min eksikliginin tiimdr stromasini ve yiiksek kanser riskini temsil ettigini
gostermektedir. Stromadaki CD36 diizeyi ne kadar diisiikse, timor o kadar agresif hale
gelmektedir (DeFilippis ve digerleri, 2012). Yapilan bir ¢alisma, akciger kanserinde
CD36'nin metilasyonunun artmastyla insan akciger tiimorlerinde CD36 ekspresyonunun
azaldigin1 belgelemistir (Sun ve digerleri, 2018). Farkli bir ¢alismada, ekspresyonu
akciger adenokarsinomlarinda ¢ok sayida bagimsiz yaymlanmis mikrodizi veri setini
arastirllmis ve KHDAK ' hastalarindan alinan primer timoérlerde CD36'nin farkli ve
onemli Olciide azalmis ekspresyonu tespit edilmistir (Mamoor, 2020).

TSP-1'in yakin zamanda CD36 yoluyla vaskiiler endotelyal biiylime faktorii
(VEGF) reseptor 2 (VEGFR2) seviyesini inhibe ettigi bulunmustur. Mikrovaskiiler
endotelde, CD36-TSP-1 baglanmasindan sonra, VEGF sinyal
iletimini zayiflamaktadir. TSP-1 ve VEGF antagonistik bir iliskiye girmekte ve
mikrodamar olusumunu birlikte diizenlemektedir. Boylece, CD36/TSP-1 anti-anjiyojenik
sinyal, biiylime faktoriiniin aracilik ettigi pro-anjiyogenik yaniti, bir anti-anjiyogenik ve
pro-apoptotik yanita doniistirmektedir (Chu, Ramakrishnan ve Silverstein, 2013; de
Fraipont, Nicholson, Feige ve Van Meir, 2001).

PPARY ligandlarinin tek basina anti-kanser ilaglar1 olarak veya tip-1 interferonlar,
Gemsitabin , Siklooksijenaz-2 (COX-2) inhibitorleri ve Sisplatin ile yardimci madde
olarak oOnerilmistir (Dicitore ve digerleri, 2013).Yara iyilestirme tahlili kullanilarak,
6IL'nin meme kanseri hiicrelerindeki anti-migrasyonal etkilerinin, PPARy'nin asir
ekspresyonunu tetikledigi bildirilmistir. Onerilen bu mekanizma, 6IL'nin meme kanseri
tedavisinde PPARy'ya bagimli bir mekanizma tarafindan kullanilmasina yonelik
destekleyici kanitlar saglamaktadir (Nava-Villalba, Nufiez-Anita, Bontempo ve Aceves,
2015).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/gemcitabine
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/gemcitabine
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/cisplatin
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Bazi secici olmayan ve secici COX-2 inhibitorlerininde, COX-2 enzimatik
aktivitesini inhibe etme yeteneklerinden bagimsiz olarak PPARfy'y1 aktive ettigi

gosterilmistir, ancak kesin molekiiler mekanizmalar hala bilinmemektedir (Lehmann,

Lenhard, Oliver, Ringold ve Kliewer, 1997).

2.3. Siklooksijenaz-2 (COX-2) ve Kanserde COX-2 Inhibitorlerinin Etkisi

Prostaglandin (PG) endoperoksit sentazlar1 olarak da bilinen COX , COX-1,
COX-2 ve COX-3 olmak tizere 3 izoform halinde bulunmaktadir. COX-1 ¢ogu memeli
dokusunda yapisal olarak eksprese edilir ve cesitli fizyolojik siireclere aracilik
etmektedir. COX-2, normal dokularin ¢ogunda diisiik diizeydedir veya tespit
edilememektedir. Epitelyal hiicreler, endotelyal hiicreler ve makrofajlar dahil olmak
tizere bir¢ok hiicre tipinde genis bir uyaran araligmma yanit olarak indiiklenmektedir.
COX-3 ise serebral korteks ve kalpte bulunan COX-1'in alternatif bir birlestirme ¢esididir
(Chandrasekharan ve digerleri, 2002; Seibert ve digerleri, 1997). COX-1 ve COX-2,
insanlarla kemirgenler arasinda>%60 homoloji gostermektedir. Fonksiyonel alanlar
korunurken, aktif bolge ceplerinin 434 ve 523 pozisyonlarindaki birkag dnemli bélgedeki
konformasyonel degisiklikler, bunlarin spesifik inhibitorlere kars1 farkli afinite
gostermelerine neden olmaktadir (Blobaum ve Marnett, 2007; Smith, DeWitt ve
Garavito, 2000).

Hem COX-1 hem de COX-2’nin, bir asirdan fazla siiredir inflamasyon ve agri
tedavisinde kullanilan NSAID'ler tarafindan inhibe edildigi bilinmektedir (Willoughby,
Moore ve Colville-Nash, 2000). Bununla birlikte, yapisal COX-1'in segici olmayan
NSAID'ler tarafindan inhibisyonu, mukoza iretimi ve iilserasyonla iliskili
gastrointestinal toksisiteye ve kan akisiyla iligkili renal toksisiteye neden olmaktadir (C.
Luo, He ve Bohlin, 2005; Roughead, Ramsay, Pratt ve Gilbert, 2008). Sonug¢ olarak,
cesitli calismalar daha az gastrointestinal yan etkiye sahip COX-2 seg¢ici inhibitorlerin
(Coxibler) gelistirilmesine yol agmistir. Coxibler, sec¢ici olmayan NSAID'lere kiyasla
daha iyi gastrointestinal giivenligi gostermektedir. Bu nedenle, Coxibler artrit, ameliyat
sonras1 agri, bas agrilarinin yani sira beyin ve periferik dokularin inflamatuar
hastaliklarinin tedavisinde de kullanilmaktadir (Crofford ve digerleri, 2000; Minghetti,
2004).


https://5cef0b7b43e7a42fd019406d30fe2e79ab6b0d1f.vetisonline.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/prostaglandin
https://5cef0b7b43e7a42fd019406d30fe2e79ab6b0d1f.vetisonline.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/synthase
https://5cef0b7b43e7a42fd019406d30fe2e79ab6b0d1f.vetisonline.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/isoform
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Onemli veriler COX-2 ekspresyonunun sadece bir yan iiriin olmadigimni, ayni
zamanda tiimor gelisiminin nedensel bir faktorii oldugunu gostermektedir (Wu, 2004).
COX-2 enzimi genellikle meme, prostat, akciger, bobrek, yumurtalik ve karacigeri
kapsayan epitelyal malignitelerde asir1 eksprese edilmekte ve yiiksek ekspresyon sonucu
daha kotii prognoz meydana gelmektedir. COX-2, peroksidaz aktivitesi yoluyla
arasidonik asidin prostaglandinler ile metabolizmasinda hiz sinirlayict adimi katalize
etmektedir. COX-2 fdiriinii, EP1-EP4 olarak adlandirilan dort G-proteinine bagh
Prostaglandin Endoperoksit 2 (PGE2) reseptoriine baglanmaktadir (Majumder, Nandi,
Omar, Ugwuagbo ve Lala, 2018; Reader, Holt ve Fulton, 2011). Arasidonik asit,
hayvansal yaglarin 6nemli bir bilesenidir ve bu substrattan tiiretilen biyolojik olarak aktif
lipitler, kronik inflamasyon ve kanserde 6nemli rollere sahiptir (D. Wang ve DuBois,
2010). Prostaglandinlerde bir¢ok fizyolojik etkiye aracilik eden lipit bilesikleridir. PGE2,
insan viicudunda en bol bulunan prostanoiddir ve PGE2min sentezi, COX-2 dahil
siklooksijenaz enzimleri tarafindan yiiriitilmektedir. Hem yiiksek COX-2 ekspresyonu

hem de artan PGE2 seviyeleri meme kanseri de dahil olmak tizere bir¢cok kanserle
iligskilendirilmistir (Reader ve digerleri, 2011). COX-2'nin anormal asir1 ekspresyonunun,

artan PGE2 ve VEGF-A seviyelerinden kaynaklanan ¢oklu hiicresel olaylara bagl olarak
timor ilerlemesi, metastaz ve invazyona yol agtigi gosterilmistir (Majumder ve digerleri,
2018).

Hayvan tiimor modellerinde, PGE2 sinyalinin steroidal olmayan anti-inflamatuar
ilagclar (NSAID'ler) veya COX-2 inhibitorleri tarafindan inhibisyonunun, tiimdr
biiytimesini baskiladig1 gosterilmistir (D. Wang ve DuBois, 2010, 2018). Celecoxib gibi
COX-2 inhibitorlerinin uzun siireli kullaniminin ¢esitli insan kanserlerinin goriilme
sikligin1 azaltabildigini ve ek olarak c¢oklu ila¢ direncini 6nleyerek kemoterapinin
etkinligini 6nemli dl¢iide artirabildigi bildirilmistir (Sekil 2.11) (Harris, 2009a; Karai ve
digerleri, 2020; Xu, 2002).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/multidrug-resistance
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Sekil 2.11. COX-2 inhibitorlerinin ve diger ajanlarla kombine tedavisi sonucunda molekiiler

hedefleri tizerindeki etkileri (S. Li, Jiang, Wang ve Yu, 2020).
COX-2 inhibitdrleriyle birlikte cesitli antineoplastik ilaclarin kullanilmasi kanser

kontrolii ve tedavisi i¢in umut vaat etmektedir. Bu kombinasyonlar sinerjistik antitimor
etkileri gostermektedir. Gen seviyesinde, COX-2 inhibitorleri inflamatuar faktorleri
azaltabilmektedir. Bdylece tiimor anjiyogenezini inhibe etmek amaciyla VEGF
downregiile edilmesi ve timor hiicresi apoptozunu indiiklemek amaciyla PI3K/AKkt sinyal
yolunun inhibe edilmesi gibi etkileri ile kanser tedavisinde kullanilabilmektedir (Perroud
ve digerleri, 2016; C.-X. Yang ve digerleri, 2020).
2.4. Orchis Spitzelii (Salep)

Orkideler yumrulu, piiriizsiiz ve uzun yapraklari olan, beyaz, pembe, kirmiz1 ve
mor ¢icekleri olan otsu bir bitkidir (Sekil 2.12) (Gemici, Duman, Ekim ve Alagdz, 2004).

Salep (toz), bazi yabani orkidelerin (Orchis tiirii) kurutulmus yumrularinin 6giitiilmesiyle
elde edilen beyaz renkli undur. Salebin en 6nemli bileseni %16-55 oraninda stabilizator
gorevi goren glukomannandir. Ayni zamanda nisasta (%2,7), nem (%12) ve mineraller
(%2,4) icermektedir (Tekinsen ve Karacabey, 1984). Salebin fizikokimyasal

fonksiyonlari, tiiriine gore degisen kimyasal bilesimine, 6zellikle de glikomannan

diizeyine baglidir (Baytop ve Sezik, 1968; Durmuskahya, Akyol ve Ozdemir, 2015).
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.

Sekil 2.12. a. Salep bitkisinin dogal slam, b. Salep bitkisinin yaprak ve yumru baliimleri

Salep de diger bitkiler gibi yiiksek oranda fitokimyasal igerigine sahiptir. Orkide
fitokimyasallar1 genel olarak alkaloidler, flavonoidler, karotenoidler, antosiyaninler ve
steroller olarak siniflandirilir. Bunlar arasinda alkaloidler ve flavonoidler biyolojik
ozellikleri agisindan en 6nemli olanlardir (Bhattacharjee, 2006). Salep i¢eriginde bulunan
azotlu maddeler, glikoz, protein, ferolik asit, Quercetin, daucosterol, cirsiliol ve steroidler
sayesinde eski zamanlardan bu yana geleneksel tipta yaygin olarak kullanilmistir (Grieve
M., 1989; Lumaga, Cozzolino ve Kocyan, 2006).

Salep kanser, tiiberkiiloz, felg, mide rahatsizliklari, gdgiis agrisi, artrit, frengi,
sarilik, kolera, egzama, basur, ¢iban, iltihap, adet diizensizligi, l16koderma, ishal, kas
agrisi, dizanteri, hepatit, hazimsizlik, kemik kiriklari, romatizma, astim, sitma, kulak
agrisi, cinsel yolla bulasan hastaliklar ve yaralar gibi farkli hastalik ve rahatsizliklarin
tedavisinde ilag kaynagi olarak kullanilmistir. (Anjum AA, Tabassum K ve Ambar S,
2019; Atashpour, Kargar Jahromi, Kargar Jahromi ve Zarei, 2017; Hossain, 2011;
Jagdale, Shimpi ve Chachad, 2009; Kargar Jahromi, Pourahmad, Abedi, karimi ve Kargar
Jahromi, 2018). Yapilan bir galismada; salep ekstraktinin hepatotoksisiteye neden
olmadig1 ve bununla birlikte total protein ve albumin diizeyinde artis, karaciger enzim
diizeyinde ise azalmay1 sagladig1 bildirilmistir. Bu nedenle salebin karaciger hastaligi
olan hastalar i¢in faydali bir ilag olabilecegi disiiniilmektedir (Kargar Jahromi,
Pourahmad ve Kargar Jahromi, 2015). Inanilmaz gesitlilik, yiiksek alkaloitler ve glikozit
icerigi, orkideler iizerine yapilan arastirmalarin potansiyellerle dolu oldugunu

diistindiirmektedir (Hossain, 2011).
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Bazi ilag ve gidalarin hammaddesi olan salep, Tiirkiye'nin bir¢cok bdlgesinde dogal
olarak yetisen orkidelerin yumrularindan elde edilmektedir. Salep, ana maddesi ayni
isimle de anilan (salep tozu) bilinen yerli bir Tiirk i¢ecegidir. Salep ayni zamanda
geleneksel Kahramanmaras tipi dondurmanin da bir malzemesidir. Salep, dondurma
tiretiminin yanisira sekerlemelerde ve iceceklerde kullanilmaktadir (Dogan ve Kayacier,
2004; Ece Tamer, Karaman ve Utku Copur, 2006; Kasparek ve Grimm, 1999).

2.5. Nanoteknoloji

Nanoteknoloji fikri ilk olarak 1965 yilinda {inlii fizik¢i ve nobel 6diillii Richard P.
Feynman tarafindan 6nerilmistir (S. Khan ve digerleri, 2022). Nanoteknoloji, boyut ve
yapiya baglh 6zellikler ve fenomenlerden yararlanmak, yeni veya ¢ok farkli 6zelliklere
sahip malzemeler ve cihazlar olusturmak i¢in nano 6lgekli araliktaki maddeyi manipiile
etmek ve kontrol etmek amaciyla bilimsel bilginin uygulanmasi olarak tanimlanmaktadir
(Joseph ve Morrison, 2006; Y. Luo, Wang ve Zhang, 2020).

Nanoteknolojinin kontrol edilebilir malzeme 6zellikleri, Norio Taniguchinin
1974'te "Nanoteknoloji" terimini ilk defa kullandigi makalesinde belirtilmistir (Hulla,
Sahu ve Hayes, 2015).

Yunancada 'ciice’ anlamina gelen ‘nano’ éneki metrenin milyarda birini (10™° m)
gostermektedir. Bir nanometre 10° metredir ve bir insan saginin ¢ap1 yaklasik 50 mikron
(50 x10° metre) boyutundadir (Mansoori ve Soelaiman, 2005).

Yani bir nanometre, insan saginin ¢apindan 60.000 kat daha kiigiiktiir. Bir DNA
cift sarmali ise 1 nm yarigapindadir (Sekil 2.13) (Gnach, Lipinski, Bednarkiewicz, Rybka
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Sekil 2.13. Farkli boyutlardaki nanomalzemelerin karsilagtiritlmasi (Gnach ve digerleri, 2015).



28

Nanoteknoloji biyoloji, fizik, miihendislik, mikroelektronik ve tarim gibi ¢ok
cesitli alanlarda uygulamalara sahiptir. Glinimiizde molekiiler biyoloji, fizik, kimya, tip
ve malzeme bilimi gibi farkli alanlarda nanopartikiillerin (NP’lerin) kullanimi da
beklenmedik bir sekilde artis gostermektedir (Chatterjee ve Kumar, 2022; Jamkhande,
Ghule, Bamer ve Kalaskar, 2019).

2.5.1. Nanopartikiillerin Ozellikleri ve Simflandirilmasi

Nanoteknolojinin temel yap1 bilesenleri olan NP’lerin kullanimi 21. yiizyilda en
umut verici alanlardan biridir (Gudikandula ve Charya Maringanti, 2016; Tamez Ramirez
ve Vega-Cantt, 2019). NP’ler benzersiz fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahip olduklari
icin son zamanlarda artan bir ilgi gérmektedir (Curulli, 2020). Avrupa komisyonuna gore
“Nanopartikiil', boyutu 1-100 nm arasinda bir veya daha fazla dis boyutu olan,
baglanmamis, agrege (toplu) veya aglomere (yigin) halde partikiiller iceren dogal,
tesadiifi veya iiretilmis bir malzeme’’ olarak tanimlanmaktadir (Bleeker ve digerleri,
2013).

Nanopartikiillerin nano-boyuttaki o6zellikleri, ayni materyalin daha biiyiik
pargacikli halinden biiyiik olgiide farklilik gostermektedir (Jahnel, Fleischer ve Seitz,
2013). Nano-boyuta inildigi zaman malzemeler benzersiz mekanik, elektrik, optik ve
manyetik ozellikler sergilemektedir (Nath Roy, Goswami ve Pal, 2017). Nanopartikiiller,
boyut ve sekillerine bagli farkli Ozellikler sergiledikleri igin biyoalgilama ve
katalizorlerden optige, antimikrobiyal aktiviteye, bilgisayar transistorlerine,
elektrometrelere, kimyasal sensorlere ve kablosuz elektronik mantik ve bellek semalarina
kadar degisen uygulamalarda kullanilmaktadir. Bu pargaciklarin ayrica tibbi
goriintiileme, nanokompozitler, filtreler, ilag dagitimi ve tlimorlerin hipertermisi gibi
farkl alanlarda birgok uygulamasi vardir (Iravani, 2011).

Nanopartikiillerin hiicre alt1 6l¢ekte olmasi, iistiin sitouyumluluk ve biyoaktivite
saglamaktadir. Bu 0zellikler sayesinde NP’ler molekiiler ¢oziiniirliikte hiicrelerle
etkilesime girebilmektedir (H. Chen ve digerleri, 2013). NP’lerin ultra ince pargacik
boyutunun yaklagik olarak 100 nm ile sinirli oldugu gdsterilmistir. Bu nanodlgek
araliginin biyolojik bilimlerde 6nemli uygulamalara sahip oldugu bilinmektedir. Cap1 12
nm'den kiiclik olan nesnelerin kan-beyin bariyerini gegme 6zelligi ve 30 nm veya daha
kiiciik nesnelerin hiicreler tarafindan endositoz yapilabilme 6zelligi vardir (Nath Roy ve

digerleri, 2017).
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Nanomalzemelerin  (NM’lerin) kimyasal ve fiziksel 0Ozelliklerine gore
diizenlenmesi ve siiflandirilmasi, nanomalzemelerin ¢esitliligini anlamak ic¢in esastir
(Makhlouf ve Barhoum, 2018). NM'ler genel olarak boyutsallik, morfoloji, durum ve
kimyasal bilesimler gibi kriterlere gore farkli sekillerde siniflandirilabilmektedir (Gleiter,
2000). Nanomalzemeler kimyasal kompozisyonlarina dayali olarak organik bazli NM'ler
ve inorganik bazli NM'ler olmak fiizere iki ana smifa ayrilmaktadir (Makhlouf ve
Barhoum, 2018; Rizwan, Shoukat, Ayub, Razzaq ve Tahir, 2021).

Organik bazli NM'ler, esas olarak karbonhidratlar, lipitler veya 10 nm ila 1 pm
araligindaki polimerler gibi organik bilesiklerden olusan malzemeleri i¢ermektedir.
Organik nanomalzemeler, olaganiistii fiziko-optik Ozellikleri ve kolay sentezleri
nedeniyle son zamanlarda malzeme, algilama, biyotip ve diger alanlardaki g¢esitli
uygulama alanlarinda artan bir ilgi gormektedir (Choudhury ve Das, 2021; Hadinoto,
Sundaresan ve Cheow, 2013). Inorganik nanomalzemeler demir oksit NP'ler, karbon bazl
NP'ler, metal nanomalzemeler, kuantum noktalar1 (KN) vb. igermektedir (Ju, Dong, Yu
ve Hou, 2019; Makhlouf ve Barhoum, 2018).

2.5.2. Metal Nanopartikiiller

Metal nanopartikiiller (MNP'ler), nanoteknolojideki biiyiik potansiyelleri
nedeniyle son birka¢ on yildir bilim adamlarinin ilgi odagi olmustur. Farkli boyutlarda,
sekillerde ve ¢esitli ylizey modifikasyonlar1 ile sentez olasiligi, MNP'lerin antikorlarla,
hedef ligandlarla ve ilaglarla konjuge olmasina izin vermektedir. Bu 6zellikler sayesinde

genis bir uygulama yelpazesine sahiptir (S. A. Khan, 2020).
2.5.2.1. Altin Nanopartikiiller

Altin genellikle ** (Au [I] ve ** (Au [III] olmak iizere iki yaygm formda
bulunmaktadir (S. Jain, Hirst ve O’Sullivan, 2012). Altin nanopartikiiller (AuNP'ler),
optik ozellikleri nedeniyle, 6zellikle cam boyama igin eski ¢aglardan beri teknolojik
olarak, sistematik arastirmalar ve biyolojik uygulamalar i¢in kullanilmaktadir (Sperling,
Rivera Gil, Zhang, Zanella ve Parak, 2008). Kiigiik altin pargaciklarinin olagandis1 optik
ozellikleri, boyutlarina bagh elektrokimyalar1 ve yiiksek kimyasal kararliliklari, onlart
kendi kendine birlesme, biyolojik etiketleme, kataliz, elektron transfer teorileri, faz
transferi, DNA erimesi ve tahlilleri ve kristal biiytimesi dahil olmak {izere ¢ok ¢esitli
fenomenleri kesfetmek i¢in tercih edilen model sistem haline getirmistir (Sardar, Funston,

Mulvaney ve Murray, 2009).


https://0310a31gu-y-https-www-sciencedirect-com.erbakan.proxy.deepknowledge.io/topics/materials-science/metal-nanoparticles

30

AuNP’ler, benzersiz kimyasal ve fiziksel Ozelliklere sahip oldugu igin
farmasoétiklerin taginmasi ve salinmasinda kullanilmaktadir. Altin ¢ekirdek esasen
inerttir ve toksik degildir. Ikinci bir avantaj, sentezlenmesi kolaydir. Monodispers NP’ler,
1 nm ila 150 nm arasinda degisen ¢ekirdek boyutlarinda olusturulabilmektedir (Ghosh,
Han, De, Kim ve Rotello, 2008).

AuNP’ler hem kimyasal hem de biyolojik (yesil sentez) olarak sentezlenmektedir.
Giiniimiizde AuNP’lerin yesil sentezi sentetik tehlikeli indirgeyici ajanlar kullanilmadigi
icin daha c¢ok kabul gérmektedir. AuNP’lerin yiizeyleri molekiiller veya maddelerle
kolayca islevsellestirilebilmektedir. Boylece AuNP'lerin stabilitesi ve organik ortamdaki
dagilim1 artmaktadir. Ayrica, bu yiizey degistiriciler, ilaglarin hedef bolgeye ulastirilmasi
icin hedefleme parcalari1 olarak kullanilabilmektedir. AuNP'lerin yiizey modifikasyonu
kolaydir ve boylece AuNP'ler ile pasif ve aktif hedefleme mekanizmalar1 kullanilarak
kanserli dokular hedeflenmektedir (Sekil 2.14) (S. A. Khan, 2020).

Biyomedikal uygulamalar i¢in kullanilan gesitli metal nanopartikiiller arasinda en
kararli nanopartikiil olan AuNP'ler, antik tipta kronolojik uygulamalari, iyilestirilmis
biyomedikal uygulamalari, artrit ve kanser tedavisi gibi uzun tibbi kullanim gec¢misi
nedeniyle biiyiik ilgi gormektedir (Bhattacharya ve Mukherjee, 2008; E. Y. Kim, Kumar,
Khang ve Lim, 2015; S. K., Srivastava, Yamada, Ogino ve Kondo, 2013). Bununla
birlikte AuNP'ler, insan serviks, gogiis, prostat ve akciger kanser hiicreleri gibi cesitli
hiicre hatlar1 tizerinde in vitro anti-anjiyojenik, anti-proliferatif ve pro-apoptotik etkiler
gostermektedir (Mioc ve digerleri, 2019). Son zamanlarda bir¢ok ¢alismada, AuUNP'lerin
endositoz yoluyla insan hiicrelerine verimli bir sekilde alinmalarina ragmen c¢ok az
sitotoksisite gosterdigi bildirilmistir. Biyouyumluluklarinin yani sira sentezlenmelerinin
ve karakterize edilmelerinin kolay olmasi, ¢esitli biyomedikal uygulamalarda daha fazla
dikkat ¢ekmesine yol agmistir; bu da AuNP'lerin etkili bir anti-kanser ilag olarak
kullanilabilecegini diisiindiirmektedir (Ajnai ve digerleri, 2014a; Bhattacharya ve
Mukherjee, 2008; Connor, Mwamuka, Gole, Murphy ve Wyatt, 2005).
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K I X

Nanokureler Nanorod Nanokabuk Nanokafes SERS
(1-100 nm) (50 nm) (140 nm) (50 nm)

Sekil 2.14. Antikanser tani ve tedavi uygulamalarmda yaygin olarak kullanilan altin nanopartikiil tiirleri
(Ajnai ve digerleri, 2014) .

AuNP'ler yaygin olarak wuygulanmasina ragmen, biyolojik sistemlerin
nanopartikiillere nasil tepki verdiginin net bir sekilde anlasilmasi Onemlidir ve
AuNP'lerin benzersiz boyuta bagl fizikokimyasal 6zelliklerinin karakterizasyonu kritik
bir bilesen olarak bilinmektedir (Arvizo ve digerleri, 2011). Yapilan bir ¢alismada,
AuNP'lerin terap6tik etkilerinin yiizey boyutuna bagl olarak degistigi ve terapétik etkide
biiyiik bir rol oynadig1 kanitlanmistir. Cok kii¢lik ¢apli (<2 nm) AuNP'ler, hiicrelere ve
cekirdek gibi hiicresel bolmelere niifuz edebilmektedir ve asirt derecede toksik
olabilmektedir. Ornegin, 1.4 nm capinda kiiresel AuNP'lerin cesitli hiicre hatlarinda
oksidatif stres mekanizmalar1 yoluyla nekroz ve mitokondriyal hasari indiikledigi
bulunmugtur. Dahast AuNP’ler bu boyutta iyi bilinen Kkatalitik aktiviteleriyle
iligskilendirilebilmistir (Alkilany ve Murphy, 2010; Y. Pan ve digerleri, 2009). Connor ve
ark., 18 nm capindaki AuNP’lerin hiicrelere niifuz ettigini ve bu AuNP'lerin insan

hiicreleri i¢in toksik olmadigini bildirmistir (A. Z. Wang ve digerleri, 2012).
2.5.2.2. Altin Nanopartikiillerin Sentez Yontemleri

Sentez yontemleri, nanomalzemelerin boyutunu, bilesimini, seklini ve yiizey
alanin1  kontrol etmede ¢ok Onemli bir rol oynamaktadir. Nanomalzemelerin
ozelliklerinden yararlanmak amaciyla belirli uygulamalara uyarlamak ic¢in cesitli
teknikler gelistirilmistir (Knauth ve Schoonman, 2005; Yin ve Talapin, 2013).

NP’ler, belirli boyutlari, sekilleri, bilesimleri, daha biiylik yilizey alani/hacim
oranlar1 ve bilesenlerin safligi nedeniyle dikkat ¢ekici 6zelliklere sahiptir (Jacob, Sharma
ve Balakrishnan, 2017; I. Khan, Saeed ve Khan, 2019). NP’ler bu benzersiz 6zellikleri,
sentez asamasinda farkli parametre ve yontemlerin kullanilmasiyla kazanmaktadir. Bu
ozellikler NP’lerin antimikrobiyal, antikanser ve anti-inflamatuar etkinlik gostermelerini
saglamakla birlikte ila¢ tasiyic1 ve farmasotik Triinlerin hazirlanmasina olanak

saglamaktadir (Kumari, Tyagi ve Jagadevan, 2019).
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Nanopartikiil sentezi fiziksel, kimyasal ve yesil sentez olmak iizere li¢ farkli
yontemle yapilabilmektedir (Roy, Ghosh ve Sarkar, 2017). Mekanik enerji kullanilarak
fiziksel oOzelliklerin 6n plana c¢iktigr yontemler fiziksel ve kimyasal reaksiyonlarin
gerceklestigi yontemler ise kimyasal temelli olarak kabul edilmektedir (Glirmen, Ebin ve
Itii, 2008). Yesil sentez ise bitkiler gibi biyolojik organizmalar veya bunlarin iiriinleri
kullanilarak nanopartikiillerin sentezlenmesine yonelik bir yaklasimdir (Nadaroglu,
Gungor ve Selvi, 2017).

Nanopartikiiller fiziksel yontemde yukaridan-asagi ve asagidan-yukari olmak
tizere iki ana yolla tiretilmektedir (Kolahalam ve digerleri, 2019; Mansfield, Kaiser, Fujita
ve Van de Voorde, 2017). Yukaridan asagiya yaklagimlarda, nano yapili malzemeler
tiretmek amactyla yigin halinde bulunan malzemeler pargalanmaktadir (Baig,
Kammakakam ve Falath, 2021). Yukaridan agagiya yontemlerin avantajlari, iyi kurulmus
ekipman mevcudiyeti ve kolay prosediirlere sahip olmasidir (Sekil 2.15) (Sajid, 2022).
Bu yontemin en biiyiik dezavantaji, istenen partikiil boyutu ve seklini elde etmenin
zorlugudur (Kolahalam ve digerleri, 2019). Asagidan-yukariya yaklasimlarda
nanopartikiiller sivi veya gaz fazinda yogunlastirilir; burada daha kiigiik iyonlarin
kimyasal kombinasyonu ile daha biiylik materyaller olusturulmaktadir (Kolahalam ve
digerleri, 2019). Bu tiir yaklasimlarin ana avantajlari, NP boyutlarinin daha iyi kontrolii,
daha az yapisal kusur, homojen kimyasal bilesim, diisiik maliyet ve kolay
Ol¢eklenebilirliktir. Dezavantajlar esas olarak uyumlu yiizeyler ve molekiillerin

gerekliligi ile ilgilidir. Atomik ve molekiiler seviyelerde manipiile etmek zordur (Sajid,
2022).

Sekil 2.15. Nanopartikiillerin sentezi i¢in kullanilan yontemler (a) asagidan yukariya yaklasim ve

(b) yukaridan asagiya yaklasim (Ahmed, Ahmad, Swami ve Ikram, 2016).
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Kimyasal sentez yonteminde genel olarak, farkli iyonlarmn c¢ozeltileri, iyi
tanimlanmis miktarlarda ve kontrollii 1s1, sicaklik ve basing kosullar1 altinda, ¢ozeltide
¢oken c¢oziinmeyen bilesiklerin olusumunu tesvik etmek i¢in karistirilmaktadir
(Mansfield ve digerleri, 2017). Kimyasal sentez yolunun cesitli faydalar1 olmasina
ragmen, yiiksek miktarda ¢Oziicii, ylizey aktif maddeler ve diger kimyasallarin
kullanilmas:  sentezlenmis NP’lerin biyolojik sistemlerde uygulama alanlarini
simirlamaktadir (Narayanan ve Sakthivel, 2010). NP’lerin sentezinde kullanilan fiziksel
ve kimyasal sentezlerin 6nemli 6l¢iide pahali olmasinin yani sira toksik yan tiriinlerin
meydana gelmesine neden olmaktadir. Yesil sentez ise daha ucuz ve sentezlenmesi basit
olmakla birlikte ¢evreye olan kimyasal yiikii azaltmaktadir. Ayrica sentez esnasinda

gereksiz muameleleri bertaraf etmektedir (Kumari ve digerleri, 2019).

2.5.2.3. Altin Nanopartikiillerin Yesil Sentezi

AuNP’ler gibi soy metallerin nanopartikiillerinin iiretimi, benzersiz
ozelliklerinden dolay1 biiyiik ilgi gormektedir. Boyut ve sekillerinin manipiilasyonu, ilag
dagitimi, doku/timér goriintiileme ve kanser tedavisi gibi biyomedikal uygulamalarda
potansiyel uygulamalara sahip benzersiz 6zellikler tiretmektedir (P. K. Jain, Lee, El-
Sayed ve El-Sayed, 2006; Mahal ve digerleri, 2013; Paciotti ve digerleri, 2004; Peng ve
digerleri, 2009; Schmid ve Corain, 2003; Singh, Khullar, Dave, Kaur ve Bakshi, 2013).

AUNP yesil sentezinin mekanizmasi iki asamali basit bir siiregten olusmaktadir.
[k adimda, biyolojik ekstrakt (8rnegin bitki, bakteri veya mantar ekstrakt1)) HAuCls tuz
cozeltisi ile karistirilr, bu da altn (Au*®) iyonlarinin altin atomlarina (Au®)
indirgenmesine neden olmaktadir. Ikinci adimda biiyiime ve stabilizasyon AuNP
olusumuyla sonuglanmaktadir. Son olarak, ortaya cikan ¢ozeltinin renk degisimi
AuNP'lerin olusumunu gostermektedir (Javed ve digerleri, 2020; Mikhailova, 2021).

AuNP'lerin bitki kaynaklarindan yesil sentezi kolaydir ve tek adimli bir islemi
igcermektedir. AuNP'leri bitki kaynaklarindan sentezlemek igin bitkinin farkli kisimlar
(yapraklar, meyveler, aga¢ kabugu, ¢icek, kabuklar, tohum, rizom kokii vb.) damitilmig
su ile yikanir, kurutulur, toz haline getirilir ve ekstrakt elde etmek i¢in damitilmig suda
belirli bir sicakliga kadar kaynatilir. Daha sonra ekstrakti saflagtirmak icin filtreleme veya
santrifiijleme teknikleri kullanilir ve bu daha sonra ¢esitli konsantrasyonlarda altin tuzu
cozeltisiyle basitce karistirilir. Altin tuzu ¢ozeltisi AuNP'lere indirgenir ve reaksiyon

dakikalar ila birkag saat arasinda tamamlanir. Reaksiyon karigimi, altin tuzunun tamamen
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azaltilmasi i¢in ayrica inkiibe edilir ve renk degisimi ile gorsel olarak izlenir. Son olarak,
sentezlenen AuNP'ler santrifiijleme yoluyla saflagtirilir ve daha sonra kullanilmak iizere
yikama yapilir. Tim siire¢ basit, ¢evre dostudur ve kolaylikla 6l¢eklendirilebilmektedir
(Sekil 2.16) (Ahmed, Annu, lkram ve Yudha S., 2016). Harici stabilizasyon/kapama
ajanlarmin eklenmesine gerek yoktur g¢iinkii fitokimyasallarin kendisi stabilizasyon
ajanlarinin yani sira indirgeyici ajanlar olarak da hareket etmektedir. Kullanilan
bitkilerdeki ve mikroorganizmalardaki proteinler, enzimler, fenolik bilesikler, aminler,
alkaloidler ve pigmentler gibi molekiillerin indirgenmesiyle nanopartikiil sentezi
meydana gelmektedir. Bu sentez yontemi ¢evre dostu, uygun maliyetli, biyouyumlu,
giivenli ve biyolojik bir yaklasim olarak bilinmektedir (Abdul Salam, Sivaraj ve
Venckatesh, 2014; Ahmed, Annu, ve digerleri, 2016; Nadaroglu ve digerleri, 2017).
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Sekil 2.16. AuNP’lerin yesil sentezi ve uygulama alanlar1 (Soto, Mendoza, Lopez-Romero, Gasca-Tirado

ve Manzano-Ramirez, 2021).

Giliniimiizde “yesil” kimya ve kimyasal siirecler konusuna ilgi artmaktadir. Yesil
sentez ile iiretilen atiklarin tamamen ortadan kaldirilmasi veya en azindan en aza
indirilmesi ve siirdiiriilebilir siire¢lerin uygulanmasi amaglanmaktadir (Raveendran, Fu
ve Wallen, 2003). Geleneksel fiziksel ve kimyasal yontemler kullanilarak biiyiik
miktarlarda nanopartikiil sentezlemek igin daha az zaman harcansa da kararlilig1 korumak
icin kaplama ajanlar1 olarak toksik kimyasallara ihtiya¢ duyulmaktadir. Metal iyonlarinin
indirgenmesinde rol oynayan indirgeyici ajanlar ve iiretilen nanopartikiillerin istenmeyen
aglomerasyonunu 6nlemek amaciyla kullanilan stabilize edici ajanlar, ¢evre ve hiicre igin
toksisite riski tagimaktadir. Ayrica tiretilen nanopartikiillerin igeriklerinin sekil, boyut ve
ylizey kimyasi agisindan toksik oldugu diisiiniilmektedir. Biyouyumluluk gosteren
nanopartikiillerin {retildigi yesil sentez yonteminde, bu ajanlar kullanilan biyolojik
organizmalarda dogal olarak bulunmaktadir (Abdul Salam ve digerleri, 2014; Hussain,

Singh, Singh, Singh ve Singh, 2016).
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Toksik, pahali kimyasallar ve yiiksek enerji tiikketimi kullanilmadan dogal
indirgeyici, kaplama ajanlari ve stabilize edici ajanlarin kullanildig verimli yesil sentezin
ilerlemesiyle, arastirmacilar biyolojik yontemleri kullanmaya baslamistir (Hussain ve
digerleri, 2016). NP sentezinde biyo-indirgeyici ajanlar olarak dogal kaynaklarin
kullanimi, insan sagligina ve ¢evreye potansiyel olarak zararli binlerce kimyasali ortadan
kaldiran, ayn1 zamanda uygun tek adimli alternatif yontemdir. NP'lerin yesil sentezi, bu
yontemin basit, ucuz ve tekrarlanabilir olmasi nedeniyle diger yontemlere gére daha
uygundur. Bu avantajlarin yani sira bu yontem cevre dostudur ve gevre lizerinde ¢ok az
veya hatta hic tehlikeli etkisi yoktur ve ayn1 zamanda NP'lerin 6zelliklerini yonetmek igin
iki onemli faktor olan diizgiin parcacik boyutu ve morfolojisini vermektedir. Ayrica yesil
sentez yapilirken konsantrasyon ve ortamin sicakligi kontrol edilerek istenilen sekil ve
boyutta nanopartikiill elde edilebilmektedir (Husen ve Siddigi, 2014).
Kisacasi, biyomateryal kullanilarak NP'lerin yesil sentezi, tehlikeli kimyasallarin
kullanimin1 igeren zorlu yontemlerden gecerek, paha bigilemez NP'lerin {iretimi igin
mitkemmel bir alternatif yol saglamaktadir (Hasan ve digerleri, 2018). Bircok
avantajindan dolay1, NP {iretimi i¢in daha i1yi, uzun 6miirlii, giivenli ve temiz yontemler
elde etmek icin hem endiistriyel hem de ticari diizeyde yararlanilabilecek maliyeti
diisiirmeye, verimi artirmaya ve daha iyi yontemler gelistirmeye yardimeci olan bu tiir
stratejilerin gelistirilmesi onemlidir. Bu nedenle daha yesil, ¢evre dostu, etkin, ucuz
reaktif kullanarak maksimum {iretim yapan, insan sagligina ve ¢evreye olumsuz etkisi

olmayan yontemlerin arastirilmasi gerekmektedir (Hasan ve digerleri, 2018).

2.5.2.4. Altin Nanopartikiiliin Antikanser Etkileri

AuNP’ler kanserin tibbi tedavisi i¢in terapotik  molekiiller olarak
kullanilabilmektedir. Farkli ¢alismalarda altin nanopartikiillerinin belirli kanser hiicre
hatlarina kars1 sitotoksik oOzellikler gosterdigi, bunun mekanizmasmin tam olarak
aciklanamadigi ve bunlarin antikanser terapdtikleri olarak kullanilmasiin daha fazla
arastirma gerektirdigi goriilmektedir. Ote yandan, AuNP'ler hiicre zar1 ile etkilesime
girebilmekte ve hiicre i¢inde i¢sellesebilmektedir. Bu sayede ROS iiretimi, DNA hasari,
apoptozun aktivasyonu, mitokondriyal fonksiyon bozuklugu, hiicre par¢alanmasi, hiicre
biiyiimesinin inhibisyonu ve membran stabilitesinin kayb1 yoluyla sitotoksik aktivite
gostermektedir (Donga, Bhadu ve Chanda, 2020; Soto ve digerleri, 2021).
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AuNP'lerin antikanser 6zelliklerinin bir diger 6nemli mekanizmasi hiicrelerde
anjiyogenezin inhibisyonudur. AuNP'lerin in vitro insan retinal mikrovaskiiler endotel
hiicrelerinin (HRMEC'ler) VEGF-A'nin neden oldugu migrasyonu inhibe ettigi
gosterilmistir (Song ve digerleri, 2017). AuNP'lerin uygulanmasinin, birgok modelde in
Vivo anti-anjiyojenik aktiviteyle sonuglandigi da bildirilmistir. AuNP'lerin tiimor endotel
hiicrelerinde, damar asir1 gecirgenligi ile iligkili olan VEGFR2 ekspresyonunu inhibe
ettigini ve damar asir1 gegirgenligini azalttigi gézlemlenmistir. AUNP tedavisi, SW620
insan kolorektal kanseri ile asilanmis c¢iplak farelerde timor damar sistemini

normallestirmistir (Sekil 2.17) (F. Pan ve digerleri, 2018).
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Sekil 2.17. AuNP'lerin anti-kanser etkilerinden etkilenen molekiiler yolaklar (Darweesh, Ayoub ve Nazzal,
2019).

Hayvan calismalar1 ile AuNP'lerin inflamatuar sitokinleri ve MMP salinimini
baskiladig1 gosterilmistir. AUNP'ler, H-357-PEMT hiicrelerinde MMP-2'yi p53 ve p2l'e
bagimli bir sekilde inhibe etmektedir (Satapathy ve digerleri, 2018). AuNP'ler, epitelyal
isaretleyici  E-kadherinin  upregiilasyonu ve mezenkimal protein vimentinin

downregiilasyonu ile EMT’yi azaltmistir (W. Li ve digerleri, 2017).
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Sentez i¢in kullanilan sekil, boyut ve bitki ekstrakti antikanser aktivitesinde,
ozellikle hiicre zar1 ile etkilesimde ve i¢sellestirmede dnemli bir role sahiptir, bu anlamda,
¢ogu calismada elde edilen benzer sekilde kiiciik boyutlu kiiresel nanopartikiiller tercih
edilmektedir (Surapaneni, Bashir ve Tikoo, 2018; Tian ve digerleri, 2016). Enea ve
arkadaslari, insan HepaRG hiicrelerinde ve primer sican hepatositlerinde (PRH) farkli
sekil ve boyutlardaki altin nanopartikiillerinin giivenligini degerlendirmistir. Test edilen
tim nanopartikiiller arasinda, daha kiigiik olan 15 nm kiireler, nanopartikiiller sitratla
kapatildiginda en yiiksek toksisiteyi gosterirken; 60 nm ¢apli nanostarlar daha diisiik
toksisite gostermistir (Enea ve digerleri, 2021).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Altin Nanopartikiil Sentezi ve Karakterizasyonu
3.1.1. Bitki Ekstraktinin Hazirlanmasi

Orchis Spitzelii (Salep) kok kisimlari nanopartikiil sentezinde kullanilacak bitki
Ornegi olarak Kahramamanmaras ilinde bulunan yerel dondurma saticilarindan temin
edildi. Bitki 6rneklerinin kok kisimlar1 distile su ile toprak kalmayacak sekilde yikandi
ve karanlik ortamda 4 giinde kurutuldu. Kuruyan bitki &rnekleri havan ile doviilerek
ogitiildii. Hassas terazide ogiitiilen bitkiden 1 g tartilarak 40 mL distile su igerisinde
homojen hale getirildi. Bu islemi takiben bitkinin sulu ekstraktini elde etmek i¢in karisim
60°C sicakliktaki su banyosuna konuldu ve 10 dakika araliklarla yavasga karistirilarak 1

saat inkiibasyona birakildi. Siire sonunda su banyosundan gikartilan ekstrakt, filtre kagidi
(Whatman Filtre Kagidi No.1) ile siiziilerek posasindan ayrildi. Berrak siipernatant amber

siselerde hava ile temasi kesilerek kullanilmak tizere +4°C’de muhafaza edildi.

3.1.2. Altin Nanopartikiil Sentezi

Altin nanopartikiil (AuNP) olusum ve varliginin incelenmesi “pH, sicaklik,
Tetrakloroaurik Asit (HauCls3H20) konsantrasyonu, ekstrakt konsantrasyonu, zaman”
gibi farkli parametrelerin degistirilmesi ile gerceklestirildi. AuNP’lerin sentezi igin,
hazirlanan Tetrakloroaurik Asit (Merck, #520918) sulu ¢6zeltisi ile Salep bitki ekstrakti
otoklav sisesi igerisinde 90 'C’ye ayarlanmis manyetik karistiricida reaksiyona birakildi
ve belirli araliklarla UV-Vis spektrofotometre olglimleri alindi.  Altin iyonlarinin
indirgenmesi ile sar1 renkli ¢ozeltilerin yakut kirmizisina dogru renk degistirdigi
gozlemlendi. Manyetik karistiricidan 5 saat 30 dakika sonunda alinan otoklav siseleri 15
dk buz iizerinde bekletildi. Sonrasinda olusan AuNP’ler 9.000 rpm’de 15 dakika santrifiij
edilerek st sivi faz uzaklastirildi (+4°C) ve iizerine %96’lik etil alkol (Honeywell,
#32221) ilave edilip 9.000 rpm’de 15 dakika tekrar santrifiij edilip yikama islemi
uygulandi (+4°C). Yikama islemi {i¢ kez tekrarlandi. Elde edilen kat1 kistm amber cam
sise icerisine toplandi ve etiivde kurutuldu. AuNP karakterizasyon islemlerinde

kullanilmak tizere +4°C ortaminda muhafaza edildi.
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3.1.3. Altin Nanopartikiil Karakterizasyonu

AuNP'lerin karakterizasyonu ¢esitli analitik cihazlar ile gerceklestirildi.
AUNP'lerin UV-Vis spektrumlari, 200 ila 800 nm arasinda bir UV—Vis spektrofotometresi
(Multiskan™ FC Microplate Photometer) ile kaydedildi. AuNP'lerin kristal yapisinin
belirlenmesinde, 20-80 derece araliginda ve 0.02 adim boyutunda X-1s1n1 kirinim (XRD)
sistemi (PANalytical Empyrean XRD) kullanildi. Pargaciklarin polidispersite indeksi ile
hidrodinamik boyutu ve yiikiinii belirlemek i¢in DLS (Dinamik Isik Sa¢ilimi) ve zeta
analizorii kullanildi. DLS ve zeta potansiyel degerleri pargacik/zeta analizorii (Zetasizer
nano ZS, Malvern Ltd., ingiltere) ile kaydedildi.

AuNP’lerin morfolojik ve boyut analizleri i¢in taramali elektron mikroskobuyla
iliskili EDX (enerji dagilimli X-151mm1 analizi) analizorii (FE-SEM/EDX, ZEISS
GeminiSEM 500) kullanilarak kompozisyon ¢alismasi yapildi. AuNP’lerin morfoloji
acisindan incelenmesi gegirimli elektron mikroskobu (TEM, Hitachi HighTech HT7700)
analizi ile gergeklestirildi. TEM analizi i¢in numune kurutulmadan alindi ve +4T
sicaklikta saklandi. Nanopartikiillerde bulunan fonksiyonel gruplarin belirlenmesi
amaciyla Fourier dontisiimii kizil6tesi spektroskopisi (FTIR) analizi (Thermo Scientific,

Nicolet iS5) gergeklestirildi.

3.2. Hiicre Kiiltiirii ve Altin Nanopartikiil Uygulamasi
3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

NCI-H441 kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri hiicre hatti ve HUVEC insan gobek
damar1 endotel hiicre hatt1 American Type Culture Collection (ATCC)’ den temin edildi.

Tablo 3.1. Calisgmada kullanilan NCI-H441 akciger kanseri hiicre hattinin 6zellikleri
NCI-H441 Hiicre Hatti (ATCC ® HTB-174)

Organizma Homo Sapiens

Doku Akciger

Hastalhik Papiller Adenokarsinom
Morfoloji Epitelyal

Cinsiyet Erkek

Biiyiime Ozelligi Adherent
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NCI-H441 akciger kanseri hiicre hattin1 ¢ogaltmak i¢in %10 Fetal Bovine (FBS,
Gibco # 10270106), 100 1U/ mL Penisilin/100 mg/ml Streptomisin (Gibco # 15140-122)
igeren L-Glutaminli RPMI-1640 (Gibco, # 52400-025) ve HUVEC insan gobek damari
endotel hiicre hattin1 ¢ogaltmak i¢in %10 FBS (Gibco # 10270106), 100 1U/ mL
Penisilin/100 mg/ml Streptomisin (Gibco #15140-122) igeren L-Glutaminli DMEM
(Sigma Aldrich, #D6429) besiyeri kullanildi. Hiicreler %5 CO2 ve %95 nem igeren
37°C’deki inkiibatorde (Niive, #EC-160) kiiltiire edildi.

Hiicreleri ¢0zdiirmek i¢in santrifiij tiipline 6 ml besiyeri konuldu. -80°C’den
¢ikarilan hiicreler hizlica ¢ozdiiriildii ve santrifiij tiipiine alindi. Santrifiij edildi ve
stipernatant atildi. Pelet 3 ml besiyeri icerisinde ¢ozdiiriildii. T25 flaska ekildi. T25 flask
%5 COzic¢eren 37°C’lik etiive kaldirildi.

Hiicreler yeterli konfluentlik oranina ulasinca yeni flasklara pasajlama islemi
yapildi. Hiicreler flaskin %70-80’ini kapladiktan sonra Tripsin-EDTA (Gibco, #25200-
056) eklenerek etiive kaldirildi. 5 dakika sonunda hiicreler santrifiij tiipiine alindi.
Santrifiij edildikten sonra siipernatant kismi atildi. Pelet 1 ml besiyerinde homojen hale
getirildikten sonra T75 flaska ekildi. T75 flask %5 COziceren 37°C’lik etiive kaldirildi.

Ekim yapildiktan sonra kalan hiicreler daha sonraki ¢aligmalar i¢in 1 ml dondurma
medyumu (%7 Dimetil Sulfoksit (DMSO; Sigma Aldrich, #D8418), %93 FBS) igerisinde
resiispanse edildi ve kriyo tiiplere alinarak -80 °C’ye kaldirildi.

3.2.2. Hiicre Sayimi

Hiicre peleti 1 ml besiyeri icerisinde ¢ozdiiriildii ve Thoma laminda (Thermo,
#C964720) hiicre sayim1 yapildi. Homojen hale getirilen hiicre siispansiyonu ve Trypan
Blue (Gibco, #15250-061) boya soliisyonundan 1:1 oraninda alinarak 0,2 m1’lik ependorf
tipe aktarildi ve pipetaj yapilarak homojen dagilmasi saglandi. Boyanmis hiicre
siispansiyonundan 10 pl aliarak Thoma lamina yiiklendi. Olii hiicreler mavi boyayi igine
aldig1 i¢in g6z ardi edilirken, mavi ile boyanmayan canli hiicreler inverted mikroskop
altinda 10X biiyiitme ile say1ldi. Canli, 6lii ve toplam hiicre sayis1 asagida verilen formiile

gore hesaplandi.

1 ml’ deki hiicre say1s1 = Ortalama hiicre say1s1 x Diliisyon faktorii x 10*
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3.2.3. Hiicre Canlilik Testi

AuNP, Celecoxib, Tetrakloroaurik Asit ve ekstraktin NCI-H441 ve HUVEC
hiicreleri tlizerine sitotoksik etkisi olup olmadigimi degerlendirmek amaciyla Thiazolyl
Blue Tetrazolium Bromide (MTT) testi yapildi. Bunun i¢in 96 well plate’e her kuyucukta
5x10° hiicre olacak sekilde hiicre ekimi yapildi ve 37°C, %5 CO- etiivde 24 saat inkiibe
edildi. Siirenin sonunda eski besiyerleri uzaklastirildi. AuUNP i¢in 2 kontrol grubu olmak
tizere 15 pg/ml, 62,5 pg/ml, 125 ug/ml, 250 pg/ml, 500 pug/ml, 750 pg/ml, 1000 pg/ml,
1250 pg/ml, 1500 pug/ml ve 1750 ug/ml dozlar 6 tekrarli olacak sekilde her kuyucuga
100 pl uygulandi. Celecoxib i¢in 2 kontrol grubu olmak iizere 10 uM, 20 uM, 40 uM, 50
uM,55 uM, 60 uM, 70 uM, 80 uM, 100 uM ve 150 uM dozlar 6 tekrarli olacak sekilde
her kuyucuga 100 pl uygulandi. Tetrakloroaurik Asit igin 2 kontrol grubu olmak iizere
3,25 uM, 7,5 uM, 15 uM, 18 uM, 21 uM, 24 uM, 30 uM, 33 uM, 37,5 uM, 42 uM ve 45
pM dozlar1 6 tekrarl olacak sekilde her kuyucuga 100 pl uygulandi. Ekstrakt icin 2
kontrol grubu olmak tizere 3,25 png/ml, 7,5 pg/ml, 15 pg/ml, 18 pg/ml, 21 pg/ml, 25 pg/mi,
37,5 pg/ml, 50 pg/ml, 75 ug/ml, 100 pg/ml ve 150 pg/ml dozlar 6 tekrarli olacak sekilde
her kuyucuga 100 pl uygulandi.

AuNP, Tetrakloroaurik Asit, Celecoxib ve Ekstrakt verilmesinden 24 saat sonra
uygulanan dozlar kuyucuklardan uzaklastirildi ve Phosphate-Buffered Saline (PBS;
Sigma Aldrich, #P4417) ile yikama yapildi. Yikama sonrasinda her kuyucuga 100 pl
MTT (Sigma Aldrich, #M2128) ve besiyeri siispansiyonu eklendi. 37°C, %5 CO: etiivde
4 saat inkiibe edildi. Siire sonunda MTT soliisyonu uzaklastirildi ve 100 ul DMSO
eklenerek 30 dakika karanlik bir ortamda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda 96 well
plate icin spektrofotometre cihazinda (Thermo Scientific™ Multiskan™ SkyHigh
Microplate Spectrophotometer, ABD) 570 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimii yapildi.

3.3. RNA izolasyonu, Konsantrasyon ve Saflik Ol¢iimii

gRT-PCR i¢in NCI-H441 akciger kanseri hiicre hattinda Trizol yontemi ile RNA
izolasyonu yapildi. RT-PCR igin 2 kontrol ve 2 doz uygulama grubu olmak tizere T25
flasklara 8,5x10° hiicre olacak sekilde hiicre ekimi yapildi. 37°C, %5 CO2 ortamli etiivde
24 saat inkiibe edildi. Siirenin sonunda eski besiyerleri uzaklastirildi. Kontrol gruplarina
besiyeri eklendi. Doz uygulama gruplarina ise MTT testi ile belirlenen ICsg degeri olan
900 pug/ml 48 nm AuNP, 750 pg/ml 31 nm AuNP, 650 pg/ml 12 nm AuNP, 70 pg/ml
Ekstrakt ve 60 uM Celecoxib dozu uygulandi ve 37°C, %5 CO2 ortamh etliivde 24 saat
inkiibe edildi.
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Inkiibasyon sonunda hiicreler kendi besiyerinde hiicre kaziyici ile kaldirilarak
santrifiij tiipiine aktarildi. 800 RPM’de 5 dakika santrifiij edildi ve siipernatant atilds. Iki
kere 2 ml PBS ile yikama yapildi. Her bir 6rnege 500 ul Trizol Reagent (Sigma Aldrich,
# T9424) eklenerek yavasga pipetaj yapildi. Oda sicakliginda (15-30°C) 5 dk inkiibe
edildi. 200 ul Kloroform (Honeywell, # 32211) eklenerek alt-iist edildi. Oda sicakliginda
2 dk inkiibe edildi. 12.000 G’de 30 dk santrifiij edildi (+4°C).

Santrifiij sonrasinda faz ayrimina bakildi, en iistteki seffaf kisim yeni bir ependorf
tiipe aktarildi ve pelet atildi. Siipernatant tizerine 200 pl izopropanol alkol (Honeywell, #
24137) eklendi ve tiip yavasca alt-iist edildi. Oda sicakliginda 15 dk inkiibe edildi. 12.000
G’de 30 dk santrifiij edildi (+4°C) ve siipernatant atildi. Peletlerin {izerine 1000 pl
%75’lik Etil alkol (Honeywell, # 32221) eklendi. 750 G’de 10 dk santrifiij edildi.
Siipernatant atildi. Pelet 30 ul Niikleaz Free Water (NFW; Invitrogen, # 10977035) ile
resiispanse edildi ve soguk odaya (-80°C) kaldirild1.

Izole edilen RNA’larin Thermoscientific Multiskan Sky cihazi (Thermo
Scientific™ Multiskan™ GO, ABD) Scanlt Software 6.1.1 programi kullanilarak
konsantrasyon (ng/ul) ve saflik (OD260/0D280) 6l¢iimii yapildi. ilk olarak RNA dl¢iimii
icin hazir protokol girildi. Nanodrop plate’ine (Thermo Scientific™ pDrop™ Plate,
#N12391, ABD) blank i¢in 2ul NFW ve 2 ul RNA orneklerinden yiiklendi. RNA’larin
konsantrasyon ve saflig1 6l¢iildii.

3.3.1. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi yapmak i¢in oncelikle 100 ml 1X TAE Buffer (BioShop,
#TAE222.1) hazirlandi. 1 gr agaroz (Sigma Aldrich, #A9539) tartilip otoklav sisesine
alind1 ve tizerine 100 ml 1X TAE Buffer eklendi. Agaroz tamamen ¢6ziinene kadar
mikrodalga firinda 2-3 dk birakildi. Agaroz jele 5 pl Red Safe (Intron Biotechnology,
#21141) eklendi ve homojen bir sekilde dagilmasi i¢in 8-10 saniye karistirildi. Tarak
yerlestirilen jel kasedine karigim dokiildii ve jelin donmasi igin 30 dakika bekletildi.

Jel donduktan sonra taraklar ¢ikartildi ve jel kasetlerle birlikte elektroforez tankina
yerlestirildi. Tk kuyucuga 6 ul RNA Ladder (Thermo Scientific™, #SM1823) yiiklendi.
Sonraki kuyucuklara 4 pl Loading Dye (Thermo Scientific™, #R0641) ile karigtirilmis
olan 6 ul RNA o6rnekleri yiiklendi. Elektroforez tanki gii¢ kaynagina baglanarak 110 VV’da
80 dakika yiiriimeye birakildi. Yiiriitme siiresi sonunda jel tanktan alind1 ve goriintiileme

cihazinda (ChemiDoc™ Touch Imaging System, Bio-Rad) goriintiilendi.
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3.3.2.cDNA Sentezi

Izole edilen RNA’lar1 cDNA'ya cevirmek icin RevertAid First Strand cDNA
Sentez Kiti (Thermo,ABD, #K1622) kullanildi. Kit protokoliine gore RNA
konsantrasyonlari, NFW ile 1ug’a esitledi ve sonrasinda cDNA sentezi gergeklestirildi.
Kit igerisinden ¢ikan bilesenlerin tiimii buz lizerine alindi. Tablo 3.2°deki bilesenlerden

belirtilen miktarlarda alinarak karisim hazirlandu.

Tablo 3.2. cDNA Sentezinde Kullanilan RNA, Primer ve Su Bilesenlerinin Miktarlari

Reaktif Miktar

RNA 1 pg

Oligo dt Primer 1 ul

Random Hekzamer Primer 1 ul

Niikleaz Free Water Toplam voliim 12 pl’ye tamamlanacak

miktarda eklenir.

Toplam voliim 12 ul

Birer ul Oligo dT primer ve random hekzamer primerden alinarak tiipe konuldu
ve mini spin yapildi. Tim RNA numuneleri i¢in ayr1 ayri olacak sekilde her tiipe 2l
primer mix eklendi. Tipler Thermal Cycler’da (ProFlex PCR, Thermo, ABD, #4484076)
65°C’de 5 dk 1 dongii olacak sekilde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda tiipler tekrar
buz lizerine alindi ve numune sayisina gore ayri bir ependorf tiipiin i¢cinde Tablo 3.3 teki

bilesenlerden belirtilen oranlarda mix hazirlanda.

Tablo 3.3. cDNA Sentezinde Enzim Karigimi I¢in Kullanilan Bilesenlerin Miktarlari

Reaktif Miktar
5X Reaction Buffer 4 ul
RiboLock RNase Inhibitor 1 ul
10mM dNTP Mix 2l

RevertAid M-MuLV RT (200 U/pL) 1 ul

Toplam voliim 8 ul
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Tablo 3.3’te verilen bilesenlerden hazirlanan karisim pipetaj yapilarak homojen
bir sekilde karistirildi. Tablo 3.3’te hazirlanan mix tablo 3.2°de hazirlanan 12 pl’lik RNA-
primer karigimi tizerine 8’er pl eklendi. Tiipler Thermal Cycler (ProFlex PCR, Thermo,
ABD, #4484076) cihazina konuldu ve sirasiyla 42°C 60dk, 25°C 5dk, 42°C 60dk ve 70°C
5 dakika inkiibe edildi. Islem sonunda tiipler cihazdan alind1 ve -20°C’de muhafaza edildi.
3.3.3. Primer Dizayni

B-Actin, CD36, PPAR-y, TIMP2, MMP2, PGE2, COX-2 ve VEGFR2 genlerine
spesifik primerler Primer-Blast programi ile tasarlanarak Genoks firmasindan siparis
verildi. Tiim primerlerin stoklar1 100 uM olarak geldi. Kullanilan primer sekanslari ve

PCR fiiriinlerinin uzunluklar1 Tablo 3.4’te verilmistir.

Tablo 3.4. Ekspresyon analizinde kullanilan genlere spesifik primer dizileri.

Hedef Gen Primerler

F: S’>CACCATTGGCAATGAGCGGTTC’3

-Actin R: S’ AGGTCTTTGCGGATGTCCACGT’3
F: 5>CAGGTCAACCTATTGGTCAAGCC’3
b3 R: 5 GCCTTCTCATCACCAATGGTCC’3
F: 5> AGCCTGCGAAAGCCTTTTGGTG’3
PPARY R: 5 GGCTTCACATTCAGCAAACCTGG’3
F: 5S’ACCCTCTGTGACTTCATCGTGC’3
TIMPz R: 5> GGAGATGTAGCACGGGATCATG’3
F: >’ AGCGAGTGGATGCCGCCTTTAA’3
MMP2 R: S’>CATTCCAGGCATCTGCGATGAG’3
F: 5>CGGTGAAACTCTGGCTAGACAG’3
PeRe R: 5GCAAACCGTAGATGCTCAGGGA’3
F: S’TTCCTCCTGTGCCTGATGATT’3
cox-2 R: 5’AAAACTGATGCGTGAAGTGCT’3
VEGFR? F: 5> GGAACCTCACTATCCGCAGAGT’3

R: 5> CCAAGTTCGTCTTTTCCTGGGC’3
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3.3.4. qRT-PCR

NCI-H441 insan akciger kanseri hiicre hattinda AuNP, Celecoxib,
Tetrakloroaurik Asit ve Ekstrakt uygulamasindan sonra hedef genlerin ekspresyon seviye
farkhiliklarinin tespit edilmesi amaciyla Quant Studio 3 (Thermo, ABD) cihaz ile
Kantitatif Real Time PCR yapildi. qRT-PCR ¢alismas1 i¢in DNA Green Master Kit
(Roche, Version 07, #06402712001) kullanildi. Tiim genler i¢in 3 tekrar olacak sekilde
calisildi.

Calisilacak hedef genler i¢in Tablo 3.5’te bulunan miktarlarda numune sayisina
gore hesaplama yapilarak mix hazirlandi. Hedef genler icin hazirlanan mixten 3 tekrarh
olacak sekilde tiim kuyucuklara 8 pl konuldu ve tizerine 2 ul cDNA eklenerek dikkatli bir
sekilde pipetaj yapildi.

Tablo 3.5. gRT-PCR’da kullanilacak reaktifler ve miktarlari

Reaktifler
Syber Green
Forward Primer
Revers Primer
dH20

cDNA

Miktar
Sul
0,5 ul
0,5 wl
2ul
2 ul

Tablo 3.6’da verilen siire ve sicakliklar ayarlanarak qRT-PCR yapilmistir.

Tablo 3.6. gRT-PCR Basamaklarinin Sicaklik ve Siireleri

Denatiirasyon

Amplifikasyon (40X)

Uzama

50 °C’de 2 dk

95°C’de 10 dk

95°C’de 15 sn

Primer baglanma sicakliginda 30 sn
72 °C’de 1 dk

95 °C’de 15 sn

60 °C’de 1 dk

95 °C’de 01 sn
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3.4. Western Blot ile Protein Kantitasyon Analizi

Western blotlama  (protein  blotlama veya immiinoblotlama), hiicre
homojenatlarindaki spesifik proteinlerin immiin tespiti ve miktarinin belirlenmesi
amaciyla kullanilan giiglii ve 6nemli bir tekniktir (Dubitsky, DeCollibus ve Ortolano,
2002; Kurien ve Scofield, 2006; Taylor ve Posch, 2014). Western blotlama, homojenatta
bulunan proteinlerin jel elektroforezi kullanilarak boyutuna goére ayrilmasinm
saglamaktadir. Jel elektroforezinde ayrilan proteinler kat1 bir destege etkili bir sekilde
aktarilir ve ardindan uygun sekilde eslesen antikorlarla bir hedef proteinin saptanmasi
gerceklestirilmektedir. Western blotlama; numune hazirlama, jel elektroforezi, blotlama
(veya transfer), bloklama, antikor inkiibasyonu ve goriintiileme olmak tizere 6 temel
adimdan meydana gelmektedir (Pal, 2022).

3.4.1. Hiicre Lizatlarin Hazirlanmasi

Hiicre lizati hazirlamak amaciyla NCI-H441 akciger kanseri hiicre hattindan 2
kontrol ve 2 doz uygulama grubu olmak iizere T25 flasklara 8,5x10° hiicre olacak sekilde
hiicre ekimi yapildi. 24 saat 37°C, %5 CO2 ortaml etiivde inkiibe edildi. Siirenin sonunda
eski besiyerleri uzaklastirildi. Kontrol gruplarina besiyeri eklendi. Doz uygulama
gruplarina ise MTT testi ile belirlenen ICso degeri olan 900 pg/ml 48 nm AuNP, 750
pug/ml 31 nm AuNP, 650 pg/ml 12 nm AuNP, 70 uM Ekstrakt ve 60 uM Celecoxib dozu
uygulandi ve 24 saat 37°C, %5 CO2 ortamli etiivde inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda hiicreler kendi besiyerinde hiicre kaziyici ile kaldirilarak
santrifiij tiipine aktarildi. Hiicreler 800 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant
uzaklastirildiktan sonra PBS eklenerek yikama yapildi. Yikama islemi 2 kez tekrar edildi.
Yikama islemi sonrasinda siipernatant uzaklastirildi, hiicre peleti 2x107/ml oranina uygun
olarak Ripa Lysis Buffer System (Santa Cruz, sc-24948) ile siispanse edildi ve proteaz
inhibitor kokteyli eklendi. Siispansiyon eppendorf tiiplere alindi ve 12.000 G’de 20 dk
santrifiij edildi (+4°C). Hiicre lizatlar1 ¢alismalarda kullanilmak tizere -80°C’de muhafaza
edildi.

3.4.2. Protein Miktar Analizi

Jele yiiklenecek protein miktarinin belirlenmesi i¢cin BCA Protein Assay Kit
(Thermo, 23225) ile miktar 6lgtim analizi yapildi.

Hiicrelerin protein sonuglarii hesaplayabilmek i¢in kit prosediiriine gore 125,
250, 500, 750, 1000, 1500 pg/ml albiimin standartlari hazirlandi. Protein reaktifi, A

reaktifi ve B reaktifi ile 50:1 oraninda hazirlandi.



47

Kullanilacak soliisyonlar hazirlandiktan sonra 96 well plate igerisine her
kuyucuga 100 pl protein reaktifi eklendi ve iizerlerine 5 pl protein hiicre lizat1 ilave
edilerek pipetaj yapildi. 96 well plate 37°C’de %5 CO2’li etiivde 30 dk inkiibasyona
birakild1. inkiibasyon sonunda ELISA okuyucuda (Thermo Scientific™ Multiskan™ GO,
ABD) 562 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimii yapildi. Albiimin standartlarinin
sonuglarina gore kalibrasyon grafigi cizilerek bulunan grafik denklemine goére her
numune i¢in jele yiiklenecek protein miktar1 hesaplandi. Protein miktar1 20 ng’a esitlendi.
3.4.3. SDS-PAGE Jelinin Hazirlanmas ve Elektroforez

Proteinleri molekiiler boyutlarina gore ayirmak amaciyla %4’liik st jel ve

%10’1uk alt jel Tablo 3.7’de belirtilen miktarlarda hazirlandi.
Tablo 3.7. SDS Page Jel igerigi
Alt Jel (%10) Akrilamid/Bisakrilamid

1,5 M Tris Base (pH:8.8)
%10 Amonyum Persiilfat
TEMED

dH20

Ust Jel (%4) Akrilamid/Bisakrilamid

0,5 M Tris Base (pH:6.8)
%10 Amonyum Persiilfat
TEMED

dH20

Oncelikle %10’luk alt jel hazirlanarak pipet ile jel kalib1 igerisine eklendi. Jelin
polimerizasyonu igin 40 dk beklenildi. Alt jel polimerize olduktan sonra %4’liik ist jel
hazirland: ve pipet yardimi ile jel kalibina ilave edildi. Kuyucuklarin olusmasi igin tarak
takild1 ve ist jelin polimerizasyon i¢in 20 dk beklenildi. Siire sonunda jelden tarak
cikartildi ve jel kalibi jel kasedine yerlestirildi. Jel kasetleri elektroforez tankina
yerlestirildi ve tizerine kopilik olusmayacak sekilde Running Buffer (Tris-Base/Glisin,
%10 SDS, dH20) eklendi.

Kuyucuklara protein marker (ABCAM, #AB116028) ve 20 ng’a ayarlanan
protein O6rnekleri yiiklendi. Jel 70 V’da 10 dakika ve 110 V’da 1 saat 30 dakika yliriimeye
birakildu.
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3.4.4. Proteinlerin Membrana Transferi

Transfer i¢in kullanilacak olan Poliviniliden Difloriir (PVDF; Bio-Rad #1620177)
membran 10 saniye Metanol (Merck, # 106007) ile muamele edilip hizlica Transfer
Buffer (Tris-Base/Glisin, %20 v/v Metanol) icerisine alindi. Calkalayiciya alinarak 5
dakika bekletildi. Transfer kasetine ilk dnce blot paper (Bio-Rad #1703968) yerlestirilip
bir miktar transfer buffer ile islatildi. Sonrasinda blot paper iizerine sirasiyla PVDF
membran ve jel yerlestirildi. Jelin iizeri blot paper ile kapatilarak bir miktar 1slatild1 ve
ruler ile kabarcik kalmayacak sekilde tizerinden geg¢ildi. Kaset kapatildiktan sonra
transfer kaseti cihaza takildi. 100 V, 200 mA’de 15 dakika transfer islemi gergeklestirildi.
3.4.5. Bloklama

Bloklama islemi, proteinlerin transferinden sonra membranla antikorlar
arasindaki spesifik olmayan baglanmalari en aza indirmek amaciyla uygulandi. Transfer
kasedinden ¢ikarilan PVDF membran %1 Bovine Serum Albumin (BSA; AppliChem
#A1391) ve 1X TBST (Tween20, 10X Tris-Base/NaCl, dH20) ile hazirlanan bloklama
sollisyonu igerisine konuldu ve oda sicaklifinda olmak iizere 1 saat calkalayicida
inkiibasyona birakildi. Bloklamadan sonra membrana 3 kez 1X TBST ile yikama iglemi
yapild.
3.4.6. Primer ve Sekonder Antikor Inkiibasyonu

Primer antikor (MMP-2 Antibody sc-13594, Santa Cruz) 1X TBST ve %1 BSA
ile 1:8000 oraninda diliie edilerek hazirland1 ve membran {izerine ilave edildi. Membran
primer antikor soliisyonu ile gece boyunca +4°C’de muamele edildi. Primer antikor
muamelesinden sonra tutunmayan fazla antikorlar1 uzaklastirmak amaciyla 3 kez 1X
TBST ile calkalayicida 5 dk yikama islemi yapildi. Horse-radish peroksidaz (HRP)
konjuge sekonder antikor (m-IgGkx BP-HRP sc-516102, Santa Cruz) 1X TBST ve %1
BSA ile diliie edilerek hazirlandi ve membran iizerine eklendi. Membran 1 saat boyunca
oda sicakliginda inkiibe edildi. Muameleden sonra fazla antikorlar1 uzaklastirmak
amaciyla 3 kez 1X TBST ile ¢alkalayicida 5 dk yikama islemi yapildi.
3.4.7. ECL ile Goriintiileme

HRP konjuge sekonder antikor, hidrojen peroksit varliginda, ECL Substrat Kit
(Bio-Rad #1705062) icerisinde bulunan luminol substratin1 kimyasal olarak oksitleyerek
1s1ma yapmasini saglamaktadir. Bu 1s1ma goriintiileme cihazlar1 veya 6zel filmler ile
saptanabilmektedir. Western Peroksit Reaktifi ve Western Luminol/Arttirict Reaktifin 1:1

oraninda karistirilmasiyla ECL Substrat soliisyonu hazirlandi.
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Karanlik ortamda membran {izerine ECL soliisyonu eklendi. BIORAD
ChemiDoc Goériintiilleme Sistemi (Bio-Rad Laboratories, ABD) ile kemiliiminesans
olarak goriintiileme yapildi.

3.5. Istatistiksel Analiz

MTT, gRT-PCR ve Western Blot analizleri sonucu elde edilen verilerin
istatistiksel analizleri gruplar i¢i farklilik student’s t testi (two-tailed distribution) ve
gruplar arasi farklilik varyans analizi (ANOV A) uygulanarak yapildi. Anlamlilik p degeri
hesaplanarak incelendi. Istatistiksel analiz GraphPad Prism® V.9.5.1 (GraphPad
Software) programi kullanilarak gerceklestirildi.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
4.1. Altin Nanopartikiil Sentezi

Altin sulu ¢ozeltisi 3 ayr1 otoklav sisesine alinarak iizerlerine sirastyla farkli
konsantrasyonlardaki bitki ekstrakti oda sicakliginda eklenmistir. Belirli siireler sonunda
¢oOzeltinin rengi saridan yakut kirmizisina doniismiistiir (Sekil 4.1). Yakut kirmizisi

rengine doniisiim altin nanopartikiillerinin olustugunun gostergesi olarak kabul edilmistir.

Sekil 4.1. Zamana bagh renk degisimi. a. Altin sulu ¢ozeltisi ve ekstrakt karisimimin ilk hali, b.

Siire sonunda yakut kirmizisi renginin gézlemlenmesi.

AuNP’lerin sentezi i¢in, dnceden farkli pH degerlerinde hazirlanan 0.1, 0.01 ve
0.001 M 100’er ml Tetrakloroaurik Asit sulu ¢ozeltisi ile 40, 80 ve 160 ml olmak {izere 3
farkli miktarda Salep bitki ekstrakti otoklav siselerine sirasiyla eklenmistir. Otoklav
sigeleri 90 °C’ye ayarlanmis manyetik karistiricida reaksiyona birakilmistir. Farkli sentez
parametreleri kullanilarak altin sulu ¢ozeltisi ile elde edilen nanopartikiillerin, UV-Vis
spektrofotometresinde yarim saatlik zaman dilimlerinde 6lgtimleri alinarak absorpsiyon
spektrumlar1 elde edilmistir. Tablo 4.1° de ¢alismada kullanilan sentez parametreleri

goriilmektedir.
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Tablo 4.1. Sentezlenen altin nanopartikiillerin sentez parametreleri

Numune No | Tetrakloroaurik | Bitki Ekstrakt: pH Sicakhk
Asit Miktari
1 100 ml 40 ml 5 90C
2 100 ml 80 ml 5 90C
3 100 ml 160 mi 5 90C
4 100 ml 40 ml 7 90T
5 100 ml 80 ml 7 90T
6 100 mi 160 ml 7 90C
7 100 ml 40 ml 9 90C
8 100 ml 80 ml 9 90C
9 100 ml 160 mi 9 90C

AuNP'lerin yesil sentez reaksiyonu ¢ok hassastir ve reaksiyon siiresi,
Tetrakloroaurik Asit konsantrasyonu, ekstrakt hacmi ve reaksiyon sicakligi gibi bazi
onemli degiskenlere bagli olarak farklilik gostermektedir. Bu degiskenler AuNP'lerin
boyut, sekil, verim ve aglomerasyon durumunun kalitatif olarak belirlenmesine yardimci
olmaktadir. Bu calismada, AuNP'lerin yesil sentez reaksiyonu i¢in bu parametrelerin
etkisi incelenerek uygun kosullar belirlenmistir.

Ik olarak, pH reaksiyon ortammin kimyasini etkiledigi i¢in bu degiskenin
nanopartikiil olusumundaki etkisini gostermek amaciyla sentez ortaminda 5, 7 ve 9 olmak
tizere li¢ farkli pH degeri kullanilmigtir. Ayrica 0.1, 0.01 ve 0.001 M Tetrakloroaurik Asit
konsantrasyonu, metal iyon konsantrasyonunun nanopartikiil sentezindeki etkisini
gostermek amaciyla kullanilmistir. Ekstrakt konsantrasyonu olarak ise 40 mL, 80 mL ve
160 mL olmak tizere ii¢ farkli konsantrasyon secilmistir. Sentez asamasinda UV-Vis
spektrofotometre ile 200-800 nm dalga boylar1 arasinda Ol¢iim alinarak absorbans

degerleri incelenmistir.
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Sekil 4.2. Altin nanopartikiil sentezinin gosterimi. a. Tetrakloroaurik Asit ¢ozeltisi, b. Salep (Orchis
Spitzelii) sulu ekstrakti, ¢. Sentezlenen Altin Nanopartikiiller.

4.2. Altin Nanopartikiil Karakterizasyonu
4.2.1. Altin Nanopartikiillerin UV-Vis Karakterizasyonu

Sentezlenen altin nanopartikiillerin ylizey plazmon rezonans (SPR) 6zelliklerini
belirlemek amaciyla UV-Vis spektrometresi kullanilmistir. Calismadaki UV-Vis
spektrum analizi Necmettin Erbakan Universitesi, Fen Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve
Genetik boliimii laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

Sentez sirasinda numunelerin absorbans Ol¢iimleri dogrudan nanopartikiil
boyutuyla ilgili olan UV-Vis spektroskopisi ile 200 ile 800 nm dalga boyu arasinda 30
dakikalik araliklarla takip edilmistir ve pik degerinde literatiirle benzer pik seviyesine
ulasilmasi ile sentez islemi sonlandirilmigtir. UV-Vis spektroskopisinde, belirli bir dalga
boyunda bir 151k kaynagi tarafindan iretilen uyarim, dalga boyunun yiizey plazmon
rezonanst (SPR) olarak adlandirilan karakteristik bir tepe noktasina sahiptir. Metalik
NP'lerin absorpsiyon spektrumundaki SPR bandi, bunlarin en ayirt edici 6zelliklerinden
biridir. Bu islem AuNP'lerin kinetigini ve olusum hizin1 incelemek i¢in Gnemlidir

(Amendola ve Meneghetti, 2009; Noruzi, Zare ve Davoodi, 2012).
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Sekil 4.3. AuNP ve ekstraktin zamana bagh UV-Vis spektrumu degisimi

Calismada yapilan sentezler sonucunda en iyi pik degeri pH:5 0.001 M
Tetrakloroaurik Asit konsantrasyonunda, 90C sicakliginda elde edilmistir. En iyi pik
degeri 546 nm dalga boyunda 5 saat 30 dakika sonunda elde edilmistir (Sekil 4.3). Altin
sulu ¢ozeltisinin konsantrasyonu diistilkge sentez hizinin arttigi ve sentez siiresinin
diistiigli gozlemlenmistir. Bu sonuglar altin nanopartikiiller ile yapilan ¢aligmalar ile

uyumluluk gostermektedir (Hosny, Fawzy, Abdelfatah, Fawzy ve Eltaweil, 2021).

4.2.3. Altin Nanopartikiillerin XRD ve FTIR Analizi

Bu calismadaki XRD analizi, sentezlenen altin nanopartikiillerin kristal yapisini
ve elementel bilesimini dogrulamak amaciyla Necmettin Erbakan Universitesi, Bilim ve
Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi (BITAM)’nde hizmet alimi seklinde
yaptirtlmistir. XRD paterni 10°-80° arasinda 20 araliginda 0,02 adim biiyikligi ile
calisildi. 48nm AuNP i¢in39,26°, 45,48°, 65,81°, 78,73”da gozlemlenen pikler sirasiyla
(111), (200), (220) ve (311)'e karsilik gelmektedir. 31 nm AuNP icin 39,347 45,56
65,82° 78,74”da gbzlemlenen pikler sirasiyla (111), (200), (220) ve (311)'e karsilik
gelmektedir. 12 nm AuNP i¢in 39,39° 45,56° 65,94° 78,86”da gozlemlenen pikler
strastyla (111), (200), (220) ve (311)'e karsilik gelmektedir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Sentezlenen altin nanopartikiillerin XRD analizi

Sentezlenen AuNP’lerin XRD spektrumu, karakteristik Bragg kiriim planlariin
metalik yiizey merkezli kiibik (fcc) yapisiyla iyi bir uyum iginde oldugu gézlemlenmistir.
Toz Kirinim Standartlart Ortak Komitesi (JCPDS) dosya no:04-0784 veri tabaninin
eslesmesinde metalik altinin kristal yapisini ortaya ¢ikarmstir.

Genellikle malzemenin belirli  bir fazimin  genisligl, o malzemenin
ortalama kristalit boyutuyla dogru orantilidir. Kristalit boyutunu gosteren daha genis tepe
noktalar1 kiigliktlir (Srivastava, Sahu ve Misra, 2018). Bu durum Salep ekstrakti
konsantrasyonu arttikga Tam Genislik Yar1t Maksimum (FWHM) degerinin artmasiyla
birlikte partikiil boyutunun kiiciildiigii gostermektedir. Bu XRD deseninden, daha kiiciik
parcacik boyutuna bagl olarak tepe noktalarinda genisleme meydana gelmekte ve bu,
deneysel kosullarin kristallerin g¢ekirdeklenmesi ve biiylimesi iizerindeki etkilerini
yansitmaktadir (Becheri ve Diirr, 2008). Kisacas1 ekstrakt konsantrasyonu arttikea,
reaksiyon ortamindaki AuNP'lerde FWHM degeri artmistir. FWHM degeri artmasiyla

hazirlanan nanopartikiillerin pargacik boyutu da azalmaktadir.


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/face-centered-cubic-crystal-system
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/crystallite
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Calismadaki FTIR analizi Necmettin Erbakan Universitesi, Fen Fakiiltesi,
Biyoteknoloji bolimii laboratuvarinda, Salep ekstraktt ve AuNP'lerde bulunan
fonksiyonel gruplar1 saptamak amaciyla gegeklestirilmistir. Salep FTIR spektrumlar
bantlar1 3318.78, 2359.62, 1635.39 ve 667.48 cm™ 'de elde edildi (Sekil 4.5.).
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Sekil 4.5. Salep ekstraktinin FTIR spektrum analizi

48 nm AuNP FTIR spektrumlari bantlar1 3270.96, 2916.20, 2358.88, 2339.91,
1715.05, 1651.04, 1644.75, 1633.55, 1557.25, 1538.50, 1505.35, 1372.46, 1234.00,
1019.94 ve 667.60 cm™ 'de elde edildi (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.6. 48 nm AuNP’iin FTIR spektrum analizi
31 nm AuNP FTIR spektrumlar1 bantlar1 3334.14, 2883.43, 2359.92, 2160.60,
2026.82, 1635.10, 1506.69, 1372.83, 1236.21, 1148.00, 1020.38 ve 667.74 cm™ 'de elde
edildi (Sekil 4.7.).
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edildi (Sekil 4.8.).

Sekil 4.7. 31 nm AuNP’iin FTIR spektrum analizi
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12 nm AuNP FTIR spektrumlar1 bantlar1 3852.76, 3734.15, 3675.39, 3648.18,
3318.69, 2917.26, 2359.50, 2341.83, 2161.03, 2034.61, 1716.49, 1635.32, 1558.16,
1540.47, 1506.90, 1456.27, 1373.28, 1235.33, 1148.63, 1019.12 ve 668 cm™ 'de elde
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Sekil 4.8. 12 nm AuNP’iin FTIR spektrum analizi
ekstraktinda

cm deki giiclii

Ve

genis
-COOH gruplarinin  gerilmesinden

kaynaklanmaktadir. 1635 cm™' civarindaki bant, glikomannan omurgasindaki C=0

grubunun gerilmesine atfedilmektedir. Bu karakteristik zirvelerin tiimii, AuNP’lerde daha

yuksek dalga boylarina dogru hafif bir kayma gostermistir. Bu kayma, altin

nanopargaciklari ile ekstrakt arasinda mevcut olan elektron acisindan zengin gruplar

(C=0 ve OH gibi) arasindaki koordinasyon baglarinin olusumuna atfedilebilmektedir

(Bardajee, Hooshyar ve Kabiri, 2012; Pourjavadi, Doulabi, Soleyman, Sharif ve

Eghtesadi, 2012).
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Altin nanopartikiillerin IR spektrumunda C=0 gerilmesinde 1721 cm ""de orta
yogunlukta bandin gbzlenmesi, AuNP’lere bagli -COOH grubunun varligina isaret
etmektedir (Philip, 2010). FTIR spektrumlarinda 660-670 cm™! civarinda gdzlemlenen
tepe noktalar1 manyetik ¢ekirdekli tiim numunelerin spektrumunda goriilmektedir

(Hosseini ve digerleri, 2020).

4.2.3. Altin Nanopartikiillerin DLS ve Zeta Potansiyel Analizi

Bu calismadaki DLS analizi sentezlenen altin nanopartikiillerin boyut dagilimi
hakkinda bilgi sahibi olmak amaciyla Yildiz Teknik Universitesinde yaptirilmistir. 48 nm
AuUNP’lerin (90C pH 5 0.001 M Tetrakloroaurik Asit ve 40 mL bitki ekstrakt1 ile
gerceklestirilen) DLS diyagrami Sekil 4.9'da gosterilmistir. Sonuglar, nanopartikiiliin
ortalama boyutunun 153,3 nm oldugunu gostermistir. Bu sentez kosullarinda
nanopartikiillerin polidispersite indeksi (PDI) degerinin 0.170 oldugu bulunmustur.

Z-Average (d.nm): 153,3
Size Distribution by Intensity Z-Average (d.nm): 15

Intensity (Percent)

1000 10000
Size (d.nm)

Sekil 4.9. 48 nm AuNP’iin DLS ile boyut analizi

31 nm AuNP’lerin (90T pH 5 0.001 M Tetrakloroaurik Asit ve 80 mL bitki
ekstrakti ile gerceklestirilen) DLS diyagrami Sekil 4.10’da gosterilmistir. Bu sentezde
ekstrakt konsantrasyonunun arttirilmasi ile nanopartikiil ortalama boyutunun DLS
analizinde 139,9 nm’ye distigi gozlemlenmistir. Bu sentez kosullarinda

nanopartikiillerin PDI degerinin 0.217 oldugu bulunmustur.
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Size Distribution by Intensity Z-Average (d.nm): 139,9
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Sekil 4.10. 31 nm AuNP’iin DLS ile boyut analizi

12 nm AuNP’lerin (90°C pH 5 0.001 M Tetrakloroaurik Asit ve 160 mL bitki
ekstrakti ile gerceklestirilen) DLS diyagrami Sekil 4.11'de gosterilmistir. Bu sentezde
ekstrakt konsantrasyonunun arttirtlmast ile nanopartikiil ortalama boyutunun DLS
analizinde 132,5 nm boyutuna diistiigli gozlemlenmistir. Bu sentez kosullarinda
nanopartikiillerin PDI degerinin 0.235 oldugu bulunmustur. PDI degerlerinin 0,3’ten
kiigiik olmas1 numunelerin pargacik boyutunun homojen dagildigini ve kararli bir yapiya
sahip olduklarin1 gostermektedir (Bemidinezhad, Mirzavi, Gholamhosseinian, Gheybi ve
Soukhtanloo, 2023).

2 s
Size Distribution by Intensity e (L)

Intensity (Percent)

Size (d.nm)

Sekil 4.11. 12 nm AuNP’iin DLS ile boyut analizi
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Bu caligsmadaki zeta potansiyel analizi, sentezlenen altin nanopartikiillerin ylizey
yiikii hakkinda bilgi sahibi olmak amaciyla Y1ldiz Teknik Universitesinde yaptirilmustir.
48 nm AuNP’iin, -2.87 (mV) zeta potansiyeline sahip oldugu goézlemlenmistir (Sekil
4.12). 31 nm AuNP’de ise ekstrakt konsantrasyonunun artmasina bagli olarak zeta
potensiyel degeri -21.1 (mV) olarak belirlenmistir (Sekil 4.13). Bu degisim ekstrakt
konsantrasyonu artis1 sonucunda zeta potansiyel degerinin keskin bir sekilde geriledigini
gostermistir. 12 nm AUuNP’de ise ekstrakt konsantrasyonun daha da arttirilmasiyla zeta
potansiyel degerinin 31 nm AuNP’e gore daha da diiserek -21.3 (mV)’a geriledigi tespit
edilmistir (Sekil 4.14).

Zeta Potential Distribution Zeta Potential (mV): -2,87
2m00 ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ ------------------- . ---------------- .
200000F i .................. H ................. . .............. .

15m00 .................... ................. .- .................. ...................

Total Counts

100000F " * " -ty ................. e R R EEEEREET ................... >

e o /\ ................ SR R

Apparent Zeta Potential (mV)

Sekil 4.12. 48 nm AuNP’iin Zeta Potansiyel analizi
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Sekil 4.13. 31 nm AuNP’iin Zeta Potansiyel analizi
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Sekil 4.14. 12 nm AuNP’iin Zeta Potansiyel analizi

4.2.5. Altin Nanopartikiillerin FE-SEM/ EDX Karakterizasyonu

Bu calismadaki FE-SEM/EDX analizi, sentezlenen altin nanopartikiillerin ytlizey
morfolojisi hakkinda bilgi edinmek amaciyla Necmettin Erbakan Universitesi, Bilim ve
Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi (BITAM)'nde hizmet alimi seklinde
yaptirtlmigtir. Sekil 4.15 ve 4.16°da gosterilen FESEM-EDX analizi, 48 nm AuNP ig¢in
altin iceriginin varligini1 gostermektedir. Sentezlenen 48 nm AuNP’iin EDX goriintiisii,
altin elementin sinyallerini gostermistir. EDX analizinde altin i¢eriginin %56,8 oraninda
oldugu gozlemlenmistir. Bununla birlikte EDX analizinde yer alan %38 C, %4.7 O, %0.3
Ca ve %0.1 K elementlerinin varliginin, salep sulu ekstraktindan kaynaklandigi
distiniilmektedir. Ayrica yesil sentezlenen AuNP'lerin agirlikli olarak kiiresel, liggen,

yildiz ve hekzagonal sekiller oldugu gozlemlenmistir.



A .
Signal A = SE2

EHT = 2.00 k¥ Signal A= SE2
WD = 5.4mm Mag = 100.00 K X

Sekil 4.15. Sentezlenen 48 nm AuNP’iin FESEM analiz sonucu
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Sekil 4.16. 48 nm AuNP’iin EDX analizi
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Sekil 4.17 ve 4.18’de gosterilen FESEM-EDX analizi, 31 nm AuUNP igin altin
iceriginin varhigini gostermektedir. Sentezlenen AuNP'lerin EDX goriintiisti, altin
elementin sinyallerini gostermistir. EDX analizinde altin igeriginin %34,9 oraninda
oldugu goézlemlenmistir. Bununla birlikte EDX analizinde yer alan %53.3 C, %9.8 O,
%1.3 Ca ve %0.7 K elementlerinin varliginin, salep sulu ekstraktindan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Ayrica yesil sentezlenen AuNP'lerin agirlikli olarak kiiresel sekiller

oldugu gozlemlenmistir.

EHT = 3.00 kV Signal A = SE2
WD = 4.5 mm Mag = 100.00 K X

EHT = 3.00kV Signal A= SE2
WD = 48mm Mag = 100.00K X

Sekil 4.17. Sentezlenen 31nm AuNP’iin FESEM analiz ohucu
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Sekil 4.18. Sentezlenen 31 nm AuNP’iin EDX analizi

Sekil 4.19 ve 4.20°de gosterilen FESEM-EDX analizi, 12 nm AuNP i¢in altin
igeriginin varhigmmi gostermektedir. Sentezlenen AuNP'lerin EDX goriintiisti, altin
elementin sinyallerini gostermistir. EDX analizinde altin igeriginin %46,6 oraninda
oldugu gézlemlenmistir. Bununla birlikte EDX analizinde yer alan %41C, %10.5 O ve
%19 Ca elementlerinin varliginin, salep sulu ekstraktindan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Ayrica yesil sentezlenmis AuNP'lerin agirlikli olarak kiiresel sekiller

oldugu gozlemlenmistir.
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Sekil 4.20. Sentezlenen 12 nm AuNP’iin EDX analizi
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4.2.6. Altin Nanopartikiillerin TEM Karakterizasyonu

Bu ¢alismadaki TEM analizi, yesil sentezlenen altin nanopartikiillerin boyut ve
sekil yapis1 hakkinda bilgi sahibi olmak amaciyla Atatiirk Universitesi Dogu Anadolu
Yiiksek Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi (DAYTAM)’ne hizmet alimi

seklinde yaptirilmistir. 48 nm AuNP i¢in TEM analizi sonucu kiiresel, oval, hekzagonal,

besgen, liggen, yildiz ve nanorod gibi gesitli sekillerde AuNP'lerin varlig1 tespit edilmistir
(Sekil 4.21. ve Sekil 4.22).

[ Ortalama 48.90 nm

60 80 140
Boyut (nm)

Sekil 4.22. Sentezlenen 48 nm AuNP’iin TEM analiz goriintiisii

31 nm AuNP’in TEM analizi sonucu kiiresel, tiggen ve yildiz gibi ¢esitli
sekillerde AuNP'lerin varhigini ortaya ¢ikarmistir (Sekil 4.23).

[ ortalama 31.71 nm

15 20 25 30
Boyut (nm)

Sekil 4.23. Sentezlenen 31 nm AuNP’iin TEM analiz goriintiisi

35
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12 nm AuNP’in TEM analizi sonucu kiiresel AuNP'lerin varligin1 ortaya
cikarmigtir (Sekil 4.23).
. ‘@ ‘ o '*,:’ - .

[ Ortalama 12.71 nm

15 20 35
Boyut (nm)

Sekil 4.24. Sentezlenen 12 nm AuNP’iin TEM analiz goriintiisti

TEM analizi sonucunda ozellikle, 48 nm AuNP’iin sekil bakimindan cesitlilik
gosterdigi gozlemlenmistir. Ekstrakt konsantrasyonu artisiyla morfolojilerinin daha
kiiresel oldugu ve ¢esitliligin azaldig1 gézlemlenmistir.

Ekstrakt ~ miktar1  arttitkga  nanopartikiillerin ~ boyutlariin  kii¢tildiigi
gozlemlenmistir. TEM analizine gore sentezlenen AuNP boyutlari, ekstrakt
konsantrasyonu artisina bagli olarak sirasiyla 48,909+ 2 1,850, 31,005 £ 15,371 ve 12,714
+ 5,99 olarak bulunmustur.

4.3. Sentezlenen Altin Nanopartikiiller, Celecoxib, Tetrakloroaurik Asit ve
Ekstraktin NCI-H441 Akciger Kanseri Hiicre Hatti ve HUVEC Hiicre Hatt
Uzerindeki Morfoloji Degisiminin Incelenmesi

NCI-H441 ve HUVEC hiicre hattinda AuNP, Celecoxib, Tetrakloroaurik Asit ve
Ekstrakt i¢in belirlenen dozlar uygulandiktan 24 saat sonra hiicreler inverted mikroskop
altinda 10X optik biiyiitmede goriintiilenmistir.

48 nm AuNP uygulamasi sonucunda, uygulama yapilmamis kontrol grubuna gore
doz uygulanmis hiicre proliferasyonunda azalma gozlemlenmistir. HUVEC hiicre hattina
kiyasla NCI-H441 hiicre hattinda hiicre proliferasyonun daha c¢ok etkilendigi
gozlemlenmistir. Bununla birlikte doz uygulamasi sonrasinda HUVEC hiicreleri kiiresel

bir morfoloji sergilemistir.
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Sekil.425. NCI-H441 hiicrelerinin 48 nm AUNP uygulamas: sonrasi mikroskop goriintiisii (10X). a.
Kontrol, b. 500 pM, c. 1500 puM.

Sekil.4.26. HUVEC hiicrelerinin 48 nm AuNP uygulamasi sonrasi mikroskop goriintiisii (10X). a. Kontrol,
b. 500 uM, c. 1500 puM.

31 nm AuNP uygulamasi sonucunda, uygulama yapilmamis kontrol grubuna gore
doz uygulanmis hiicre proliferasyonunda azalma gozlemlenmistir. HUVEC hiicre hattina
kiyasla NCI-H441 hiicre hattinda hiicre proliferasyonun daha c¢ok etkilendigi
gozlemlenmistir. Bununla birlikte doz uygulamasi sonrasinda HUVEC hiicreleri kiiresel

bir morfoloji sergilemistir.

Sekil.4.27. NCI-H441 hiicrelerinin 31 nm AuNP uygulamasi sonrast mikroskop goriintiisii (10X). a.
Kontrol, b. 500 uM, c. 1500 uM.

Sekil.4.28. HUVEC hiicrelerinin 31 nm AuNP uygulamasi sonrasi mikroskop goriintiisii (10X). a. Kontrol,
b. 500 puM, c. 1500 pM.
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12 nm AuNP uygulamasi sonucunda, uygulama yapilmamis kontrol grubuna gore
doz uygulanmis hiicre proliferasyonunda azalma gozlemlenmistir. HUVEC hiicre hattina
kiyasla NCI-H441 hiicre hattinda hiicre proliferasyonun daha c¢ok etkilendigi
gozlemlenmistir. Bununla birlikte doz uygulamas: sonrasinda HUVEC hiicreleri kiiresel

bir morfoloji sergilemistir.

Sekil.4.29. NCI-H441 hiicrelerinin 12 nm AuNP uygulamasi sonrast mikroskop goriintiisii (10X). a.
Kontrol, b. 500 uM, c. 1500 uM.

Sekil.4.30. HUVEC hiicrelerinin 12 nm AuNP uygulamasi sonrast mikroskop goriintiisii (10X). a. Kontrol,
b. 500 uM, c. 1500 puM.

Tetrakloroaurik Asit uygulamasi sonucunda, uygulama yapilmamig kontrol
grubuna gore doz uygulanmis hiicre proliferasyonunda azalma gézlemlenmistir. HUVEC
hiicre hattina kiyasla NCI-H441 hiicre hattinda hiicre proliferasyonun daha ¢ok
etkilendigi gozlemlenmistir. Bununla birlikte doz uygulamasi sonrasinda HUVEC
hiicreleri kiiresel bir morfoloji sergilemistir. Doz miktar1 artttkca HUVEC hiicrelerinin

kiireselliginin artt1g1 gézlemlenmistir.

e

Sekil.4.31. NCI-H441 hiicrelerinin Tetrakloroaurik Asit uygulamast sonrasit mikroskop goriintiisii (10X).
a. Kontrol, b. 30 uM, c. 45 uM.
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Sekil.4.32. HUVEC hiicrelerinin Tetrakloroaurik Asit uygulamasi sonrasit mikroskop goriintiisii (10X). a.
Kontrol, b. 30 uM, c. 45 pM.

Salep ekstrakti uygulamasi sonucunda, uygulama yapilmamis kontrol grubuna
gore doz uygulanmis hiicre proliferasyonunda azalma goézlemlenmistir. HUVEC hiicre
hattina kiyasla NCI-H441 hiicre hattinda hiicre proliferasyonun daha ¢ok etkilendigi
gbzlemlenmistir. Bununla birlikte doz uygulamasi sonrasinda HUVEC hiicreleri kiiresel
bir morfoloji sergilerken NCI-H441 hiicrelerinde uygulama sonucunda kristal yap1

gdzlemlenmistir.

RN ) B8 b b
Sekil.4.33. NCI-H441 hiicrelerinin Salep ekstraktinin uygulamasi sonrast mikroskop goriintiisii (10X). a.
Kontrol, b. 75 uM, c. 150 pM.

Sekil.4.34. HUVEC hiicrelerinin Salep ekstraktinin uygulamasi sonrast mikroskop goriintiisii (10X). a.
Kontrol, b. 75 uM, c. 150 pM.

Celecoxib uygulamasi sonucunda, uygulama yapilmamis kontrol grubuna gore
doz uygulanmis hiicre proliferasyonunda azalma gézlemlenmistir. HUVEC hiicre hattina
kiyasla NCI-H441 hiicre hattinda hiicre proliferasyonun daha c¢ok etkilendigi
gozlemlenmistir. Bununla birlikte doz uygulamasi sonrasinda ilacin kristal yapisi

gbzlemlenmistir.
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Sekil.4.35. NCI-H441 hiicrelerinin Celecoxib uygulamasi sonrast mikroskop goriintiisii (10X). a. Kontrol,

Sekil.4.36. HUVEC hiicrelerinin Celecoxib uygulamasi sonrasit mikroskop goriintiisii (10X). a. Kontrol, b.
60 uM, c. 150 uM.

4.4. NCI-H441 Akciger Kanseri Hiicre Hattinda Yesil Sentezlenen Altin
Nanopartikiiller, Celecoxib, Tetrakloroaurik Asit ve Ekstrakt Uygulamasinin
Hiicre Canhihgina Etkisi

NCI-H441 hiicre hattinda yesil sentezlenen AUNP’lerin boyut etkisi ve Celecoxib
ilact ile etkilesimi sonucunda hiicre proliferasyonuna etkisini gozlemlemek amaciyla
canlilik analizi olarak MTT yapildi (Sekil 4.37). 570 nm dalga boyunda oOlgiilen
absorbanslarin ortalamalar1 alindi. AuNP, Celecoxib, Tetrakloroaurik Asit ve Ekstrakt
uygulanmis hiicrelerin ortalama absorbans degerleri ile doz uygulanmayan kontrol grubu
hiicrelerinin ortalama absorbans degerleri oranlanarak canlilik ytizdeleri hesaplandi ve %
hiicre canlilik grafikleri logaritmik olarak verildi. 24 saat sonunda doz uygulanmamis
kontrol hiicre grubuna gore, farkli konsantrasyonlarda doz uygulanan hiicrelerde

canliligin anlamh 6lgiide azaldig tespit edildi.
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Sekil.4.37. Hiicre canlilik analizinin asamali gosterimi

4.4.1. Sentezlenen Altin Nanopartikiillerin NCI-H441 Akciger Kanseri Hiicre Hatti
ve HUVEC Hiicre Hattinda Uygulanmasi Sonucu Hiicre Canhlig1 Uzerine Etkisinin
incelenmesi

NCI-H441 ve HUVEC hiicre hattinda I1Cso dozunu belirlemek amaciyla yesil
sentezlenen AuNP igin (15-1750 pg/ml) her kuyucuga 6 tekrarli olacak sekilde artan
konsantrasyonlardaki dozlar uygulandi.

48 nm AuUNP uygulamasindan 24 saat sonra kontrol grubuna gore NCI-H441
akciger kanseri hiicre hattinda hiicre canlilik yilizdesinin 15 pg/ml’de %88,03, 62,5
pg/ml’de %82,99, 125 pg/ml’de %79,05, 250 pg/ml’de %73,42, 500 pg/ml’de %70,39,
750 pg/ml’de %64,14, 1000 pg/ml’de %46,95, 1250 pg/ml’de %27,76, 1500 pg/ml’de
%15,53 ve 1750 pg/ml’de %8,63’e diistiigli gézlemlendi. HUVEC hiicre hattinda ise
hiicre canlilik yiizdesinin 15 pg/ml’de %95,88, 62,5 ug/ml’de %88,10, 125 pg/ml’de
%81,74, 250 pg/ml’de, 500 pg/ml’de %75,05, 750 pg/ml’de %62,94, 1000 pg/ml’de
%54,62, 1250 pg/ml’de %46,74, 1500 pg/ml’de %36,97 ve 1750 pg/ml’de %28,62°¢
diistiigii gézlemlendi (Sekil 4.38). 48 nm AuUNP igin ICso dozu GraphPad Prism 9.5.1
programi kullanilarak hesaplandi. ICsp dozu NCI-H441 akciger kanseri hiicre hattinda
900 uM ve HUVEC hiicre hattinda 1108 uM olarak bulundu (p<0.0001).
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Sekil 4.38. NCI-H441 ve HUVEC hiicre hattinda 24 saat 48 nm AuUNP ile inkiibasyon sonucu
konsantrasyona bagli % canlilik grafigi

31 nm AuUNP uygulamasindan 24 saat sonra kontrol grubuna gore NCI-H441
akciger kanseri hiicre hattinda hiicre canlilik yiizdesinin 15 pg/ml’de %83,36, 62,5
pg/ml’de %80,37, 125 pg/ml’de %73,95, 250 pg/ml’de %71,88, 500 pg/ml’de %60,14,
750 pg/ml’de %54,40, 1000 pg/ml’de %42,81, 1250 pg/ml’de %24,73, 1500 pg/ml’de
%12,93 ve 1750 pg/ml’de %8,37 e diistiigli gozlemlendi. HUVEC hiicre hattinda ise
hiicre canlilik yiizdesinin 15 pg/ml’de %86,95, 62,5 ug/ml’de %82,32, 125 pg/ml’de
%77,45, 250 pg/ml’de %71,86, 500 pg/ml’de %67,46, 750 pg/ml’de %62,11, 1000
pg/ml’de %44,31, 1250 pg/ml’de %26,59, 1500 pg/ml’de %24,76 ve 1750 pg/ml’de
%12,27’e diistiigii gozlemlendi (Sekil 4.39). 31 nm AuNP i¢in ICso dozu GraphPad Prism
9.5.1 programi kullanilarak hesaplandi. ICso dozu NCI-H441 akciger kanseri hiicre
hattinda 768 uM ve HUVEC hiicre hattinda 808 uM olarak bulundu (p<0.0001).
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Sekil 4.39. NCI-H441 ve HUVEC hiicre hattinda 24 saat 31 nm AUNP ile inkiibasyon sonucu

konsantrasyona bagl % canlilik grafigi

12 nm AuNP uygulamasindan 24 saat sonra kontrol grubuna gére NCI-H441
akciger kanseri hiicre hattinda hiicre canlilik yiizdesinin 15 pg/ml’de %83,24, 62,5
pug/ml’de %77,34, 125 pg/ml’de %68,18, 250 nug/ml’de %65, 500 pg/ml’de %56,14, 750
pg/ml’de %48,06, 1000 pg/ml’de %33,77, 1250 pg/ml’de %13,26, 1500 pg/ml’de %8,13
ve 1750 pg/ml’de %6,31°e diistiigii gozlemlendi. HUVEC hiicre hattinda ise hiicre
canlilik ytizdesinin 15 pg/ml’de %91,49, 62,5 ng/ml’de %81,95, 125 ng/ml’de %70,18,
250 pg/ml’de %65,75, 500 pg/ml’de %58,49, 750 pg/ml’de %53,12, 1000 pg/ml’de
%48,69, 1250 pg/ml’de %31,88, 1500 pg/ml’de %21,74 ve 1750 pg/ml’de %15,86°¢
diistiigii gozlemlendi (Sekil 4.40).

12 nm AuNP i¢in ICsp dozu GraphPad Prism 9.5.1 programi kullanilarak
hesaplandi. ICsp dozu NCI-H441 akciger kanseri hiicre hattinda 650 uM ve HUVEC
hiicre hattinda 754 uM olarak bulundu (p<0.0001).
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Sekil 4.40. NCI-H441 ve HUVEC hiicre hattinda 24 saat 12 nm AuNP ile inkiibasyon sonucu
konsantrasyona bagli % canlilik grafigi

24 saatlik artan miktarlarda yesil sentezlenen AuNP doz uygulamasindan sonra
NCI-H441 ve HUVEC hiicre hatlarinda hiicre canlilik yilizdelerinin doza bagimli bir
sekilde azaldig1 gozlemlendi. Yesil sentezlenen AuNP, NCI-H441 kanser hiicre hattina
kiyasla, saglikli hiicre hatt1 olan HUVEC i¢in daha az sitotoksisite sergiledi. Bununla
birlikte altin nanopartikiillerin boyutunun kiigiilmesine bagli olarak sitotoksisitesinin
arttig1 gdzlemlendi.

4.4.2. Tetrakloroaurik Asit (HauCls.3H20)’in NCI-H441 Akciger Kanseri Hiicre
Hatti ve HUVEC Hiicre Hattinda Uygulanmasi Sonucu Hiicre Canhihig Uzerine
Etkisinin incelenmesi

NCI-H441 ve HUVEC hiicre hattinda ICsp dozunu belirlemek amaciyla
Tetrakloroaurik Asit igin (3,25-45 pg/ml) her kuyucuga 6 tekrarli olacak sekilde artan
konsantrasyonlardaki dozlar uygulandi. Tetrakloroaurik Asit uygulamasindan 24 saat
sonra kontrol grubuna gore NCI-H441 akciger kanseri hiicre hattinda hiicre canlilik
yiizdesinin 3,25 pg/ml’de %93,07, ug/ml’de %90,20, 15 pg/ml’de %87,15, 21 pug/ml’de
%77,73, 24 ng/ml’de %60,36, 30 ug/ml’de %50,53, 33 ug/ml’de %28,10, 37,5 pg/ml’de
%19,11, 42 pg/ml’de %9,40 ve 45 ng/ml’de %6,47’ye diistiigli gézlemlendi. HUVEC
hiicre hattinda ise hiicre canlilik yilizdesinin 3,25 pg/ml’de %72,88, 7,5 pg/ml’de %55,71,
15 pg/ml’de %38,91, 21 pug/ml’de %27,64, 24 pg/ml’de %12,12, 30 ug/ml’de %6,61, 33
ug/ml’de %5,29, 37,5 ng/ml’de %4,88, 42 ng/ml’de %3,40 ve 45 ng/ml’de %2,45°¢
distigii gozlemlendi (Sekil 4.41).
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Tetrakloroaurik Asit i¢in 1Cso dozu GraphPad Prism 9.5.1 programi kullanilarak
hesaplandi. ICso dozu NCI-H441 akciger kanseri hiicre hattinda 30.13 uM ve HUVEC
hiicre hattinda 12.74 uM olarak bulundu (p<0.0001).
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Sekil 4.41. NCI-H441 ve HUVEC hiicre hattinda 24 saat Tetrakloroaurik Asit ile inkiibasyon
sonucu konsantrasyona bagli % canlilik grafigi

24 saatlik artan miktarlarda Tetrakloroaurik Asit doz uygulamasindan sonra NCI-
H441 ve HUVEC hiicre hatlarinda hiicre canlilik yiizdelerinin doza bagiml bir sekilde
azaldig1 gézlemlendi. Tetrakloroaurik Asit AUNP NCI-H441 kanser hiicre hattina kiyasla,
saglikli hiicre hatt1 olan HUVEC i¢in daha fazla sitotoksisite sergiledi. Yesil sentezlenen
AuNP’lere kiyasla, sentezde kullanilan ana maddelerden olan Tetrakloroaurik Asitin hem
kanser hiicreleri hem de saglikli hiicreler iizerinde yiiksek sitotoksisiteye neden oldugu

tespit edildi.
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4.4.3. Orchis Spitzelii (Salep) Ekstraktinin NCI1-H441 Akciger Kanseri Hiicre Hatti
ve HUVEC Hiicre Hattinda Uygulanmasi Sonucu Hiicre Canhlig1 Uzerine Etkisinin
Incelenmesi

NCI-H441 ve HUVEC hiicre hattinda ICso dozunu belirlemek amaciyla Salep
ekstrakti i¢in (3,25-150 pg/ml) her kuyucuga 6 tekrarli olacak sekilde artan
konsantrasyonlardaki dozlar uygulandi.

Ekstrakt uygulamasindan 24 saat sonra kontrol grubuna gore NCI-H441 akciger
kanseri hiicre hattinda hiicre canlilik yiizdesinin 7,5 pg/ml’de %90,20, 15 pg/ml’de
%85,66, 21 pg/ml’de %78,08, 25 ng/ml’de %71,12, 37,5 pg/ml’de %67,77, 50 pg/ml’de
%61,66, 75 ng/ml’de %47,26, 100 ug/ml’de %41,33 ve 150 pg/ml’de %24,16’ye diistigi
gozlemlendi. HUVEC hiicre hattinda ise hiicre canlilik yiizdesinin yiizdesinin 7,5
pg/ml’de %94,81, 15 pg/ml’de %81,52, 21 pg/ml’de %79,86, 25 pg/ml’de %68,26, 37,5
pg/ml’de %59, 37,50 pg/ml’de %53,69, 75 pg/ml’de %43,74, 100 pg/ml’de %29,75 ve
150 pg/ml’de %13,68’¢ diistiigli gézlemlendi (Sekil 4.42). Tetrakloroaurik Asit ile 24
saat inkiibasyondan sonra ICsp dozu GraphPad Prism 9.5.1 programi kullanilarak
hesaplandi. ICsp dozu NCI-H441 akciger kanseri hiicre hattinda 70.69 uM ve HUVEC
hiicre hattinda 71.42 uM olarak bulundu (p<0.0001).
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Sekil 4.42. NCI-H441 ve HUVEC hiicre hattinda 24 saat Ekstrakt (Orchis Spitzelii) ile inkiibasyon

sonucu konsantrasyona bagli % canlilik grafigi
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24 saatlik artan miktarlarda Salep ekstrakti doz uygulamasindan sonra NCI-H441
ve HUVEC hiicre hatlarinda hiicre canlilik yiizdelerinin doza bagimli bir sekilde azaldig:
gozlemlendi. Salep ekstrakti, NCI-H441 kanser hiicre hatt1 ve saglikli hiicre hatt1 olan
HUVEC igin benzer sitotoksisite sergiledi.

4.4.4. Celecoxib Etken Maddesinin NCI-H441 Akciger Kanseri Hiicre Hatti ve
HUVEC Hiicre Hattinda Uygulanmasi Sonucu Hiicre Canhlign Uzerine Etkisinin
Incelenmesi

NCI-H441 ve HUVEC hiicre hattinda ICso dozunu belirlemek amaciyla Celecoxib
icin (10-150 puM) her kuyucuga 6 tekrarli olacak sekilde artan konsantrasyonlardaki
dozlar uygulandi. Celecoxib uygulamasindan 24 saat sonra kontrol grubuna gére NCI-
H441 akciger kanseri hiicre hattinda hiicre canlilik yiizdesinin 10 pM’da %91,52, 20
uM’da %81,18, 40 uM’da %73,44, 50 uM’da %66,20, 55 pM’da %58,35, 60 uM’da
%53,89, 70 uM’da %42,16, 80 uM’da %37,41, 100 uM’da %?22,46 ve 150 uM’da
%16,95’¢ diistiigii gozlemlendi.

HUVEC hiicre hattinda ise hiicre canlilik ylizdesinin yiizdesinin 10 pM’da
%93,13, 20 uM’da %92,46, 40 uM’da %84,30, 50 uM’da %79,87, 55 uM’da %74,34,
60 uM’da %69,42, 70 uM’da %58,89, 80 uM’da %52,81, 100 uM’da %23,33 ve 150
uM’da %17,52’e distiigii gozlemlendi (Sekil 4.43). Tetrakloroaurik Asit ile 24 saat
inkiibasyondan sonra ICso dozu GraphPad Prism 9.5.1 programi kullanilarak hesaplandi.
ICs0 dozu NCI-H441 akciger kanseri hiicre hattinda 63.49 uM ve HUVEC hiicre hattinda
84.16 uM olarak bulundu (p<0.0001).
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Sekil 4.43. NCI-H441 ve HUVEC hiicre hattinda 24 saat Celecoxib ile inkiibasyon sonucu

konsantrasyona bagl % canlilik grafigi
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24 saatlik artan miktarlarda Celecoxib doz uygulamasindan sonra NCI-H441 ve
HUVEC hiicre hatlarinda hiicre canlilik yiizdelerinin doza bagimli bir sekilde azaldig:
gozlemlendi. Celecoxib, NCI-H441 kanser hiicre hattina kiyasla, saglikli hiicre hatt1 olan
HUVEC i¢in daha az sitotoksisite sergiledi.

4.5. Jel Elektroforezinde RNA Numunelerinin Tayini

NCI-H441 insan akciger kanseri hiicre hattindan izole edilen RNA numuneleri
sirastyla soldan saga dogru RNA ladder, kontrol, 48 nm AuNP, 31 nm AuNP, 12 nm
AUNP, Salep ekstrakti, Celecoxib, 48 nm AuNP/ Celecoxib, 31 nm AuNP/ Celecoxib, 12
nm AUNP/ Celecoxib ve Ekstrakt/ Celecoxib RNA numuneleri jele yiiklendi ve
yiiriitiilerek bant profili incelendi (Sekil 4.15.).

Sekil 4.44. RNA 6rneklerinin bant profili

4.6. NCI1-H441 Akciger Kanseri Hiicre Hattinda Sentezlenen Altin Nanopartikiiller,
Celecoxib ve Ekstrakt Uygulamasinin Gen Ekspresyonlarina Etkisinin incelenmesi

NCI-H441 hiicre hattina belirlenen ICso degeri olan 900 ug/ml 48 nm AuNP, 750
pug/ml 31 nm AuNP, 650 ug/ml 12 nm AuNP, 70 ug/ml Ekstrakt ve 60 uM Celecoxib
dozu ve kombine halleri uygulandi ve 24 saat 37°C, %5 CO2 ortamli etiivde inkiibe edildi.
Siire sonunda izole edilen RNA’lardan cDNA sentezi gerceklestirildi. Elde edilen
cDNA’larla qRT-PCR’da doz uygulamasi sonucu hedef genler olan CD36, PPAR-y,
TIMP2, MMP2, PGE2, COX-2 ve VEGFR2 gen ekspresyonlarina bakildi.
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gRT-PCR sonuglarindan elde edilen Ct degerlerine gore NCI-H441 hiicre hattinda
kontrol grubu ve doz uygulamasi yapilan gruplar ig¢in hedef genlerin B- Actin
housekeeping geni ile normalizasyonu ile 222 degerleri hesaplandi.

Kontrol grubu ile doz muamelesi yapilmis gruplar arasinda hedef gen
ekspresyonlarinin istatiksel olarak degerlendirilmesinde gruplar arasi farklilik varyans
(ANOVA) analizi kullanildi. p degeri <0.05 ise anlamli bir farklilik oldugu kabul
edildi(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001).

4.6.1. NCI-H441 Akciger Kanseri Hiicre Hattinda Sentezlenen Altin
Nanopartikiiller, Celecoxib ve Ekstrakt Uygulamasinin CD36 Gen Ekspresyonuna
Etkisi

NCI-H441 hiicre hattinda CD36 gen ekpresyonunda 48 nm AuNP (p<0.0001), 31
nm AuNP (p<0.0001) ve 12 nm AuNP (p=0.0094) uygulamasi sonucu istatistiksel olarak
anlamli bir fark oldugu tespit edilirken ve Ekstrakt (p=0.3037) ve Celecoxib (p=0.2173)
uygulamasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanamamistir. Ayrica AuNP’ler,
Ekstrakt ve Celecoxib uygulamalari ile kiyaslandiginda CD36 gen ekspresyonunu benzer
sekilde upregiile ettigi tespit edilmistir. Bununla birlikte diger AuNP’lerle
kiyaslandiginda 48 nm AuNP’nin gen ekspresyonunu istatistiksel olarak anlamli bir

sekilde daha fazla upregiile etmesinin sekil ¢esitliliginden oldugu diisiiniilmektedir.

CD36
3— L
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E 2+ 48 nm AuUNP
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0 T T T T T

Sekil 4.45. NCI-H441 hiicre hattinda 24 saatlik doz uygulama sonucu CD36 gen ekspresyonunun

kontrol grubu ve gruplar arasi degisiminin gRT-PCR ile gésterimi
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NCI-H441 hiicre hattinda CD36 gen ekpresyonunda 48 nm AuNP/Celecoxib
(p<0.0001), 12 nm AuNP/Celecoxib (p=0.0122) ve Ekstrakt/Celecoxib (p<0.0001)
istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu tespit edilirken 31 nm AuNP/Celecoxib
(p=0.9673) uygulamasi sonucu istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilememistir.
Ekstrakt ve Celecoxib ajaninin kombine tedavisinin sinerjik etki gdstererek gen
ekspresyon seviyesini iyi seviyede upregiile ettigi gézlemlenmistir. Hedef gen olan CD36

icin kontrole gore ve gruplar arasinda anlamli bir upregiilasyon tespit edilmistir

(p<0.0001).
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Sekil 4.46. NCI-H441 hiicre hattinda 24 saatlik kombine doz uygulamasi sonucu CD36 gen
ekspresyonunun kontrol grubu ve gruplar aras1 degisiminin qRT-PCR ile gésterimi

4.6.2. NCI-H441 Akciger Kanseri Hiicre Hattinda Sentezlenen Altin
Nanopartikiiller, Celecoxib ve Ekstrakt Uygulamasinin PPARy Gen Ekspresyonuna
Etkisi

NCI-H441 hiicre hattinda PPARy gen ekpresyonunda 48 nm AuNP (p<0.0001),
31 nm AuNP (p=0.0007), 12 nm AuNP (p=0.0013), Ekstrakt (p<0.0001) ve Celecoxib
(p<0.0001) uygulamasi sonucu istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu tespit
edilmistir. Ayrica AuNP’ler, ekstrakt uygulamalar ile kiyaslandiginda PPARy gen
ekspresyonunu benzer sekilde upregiile ettigi tespit edilmistir. Bununla birlikte diger
AuNP’lerle kiyaslandiginda 12 nm AuNP’nin gen ekspresyonunu istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde daha fazla upregiile etmesi, daha kiigiik boyutlu olmasiyla alakalidir.
NP boyutu kiigiildiik¢e sitotoksik etki artmaktadir.
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Sekil 4.47. NCI-H441 hiicre hattinda 24 saatlik doz uygulama sonucu PPARy gen ekspresyonunun

kontrol grubu ve gruplar aras1 degisiminin qRT-PCR ile gosterimi

NCI-H441 hiicre hattinda PPARy gen ekpresyonunda 48 nm AuNP/Celecoxib
(p<0.0001), 31 nm AuNP/Celecoxib (p<0.0001) 12 nm AuNP/Celecoxib (p<0.0001) ve
Ekstrakt/Celecoxib (p<0.0001) uygulamasi sonucu istatistiksel olarak anlamli bir fark
oldugu tespit edilmistir. Daha kiiresel sekillere sahip olan 31 nm AuNP’iin Celecoxib ile
iyi bir sinerjistik etki gosterdigi gézlemlenmistir. Ekstrakt ve Celecoxib ajaninin kombine
tedavisinin sinerjik etki gostererek gen ekspresyon seviyesini iyi seviyede upregiile ettigi
gbzlemlenmistir. Hedef gen olan PPARY i¢in kontrole gore ve gruplar arasinda anlamh

bir upregiilasyon tespit edilmistir (p<0.0001).
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Sekil 4.48. NCI-H441 hiicre hattinda 24 saatlik kombine doz uygulamasi sonucu PPARYy gen

ekspresyonunun kontrol grubu ve gruplar arasi degisiminin qRT-PCR ile gosterimi
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4.6.3. NCI-H441 Akciger Kanseri Hiicre Hattinda Sentezlenen Altin
Nanopartikiiller, Celecoxib ve Ekstrakt Uygulamasinin TIMP2 Gen Ekspresyonuna
Etkisi

NCI-H441 hiicre hattinda TIMP2 gen ekpresyonunda Ekstrakt (p=0.0073) ve
uygulamasi sonucu istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu tespit edilirken 48 nm
AUNP (p=0.9481), 31 nm AuNP (p>0.9999), 12 nm AuNP (p=0.9280) ve Celecoxib
(p=0.4928) uygulamasi sonucu istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamustir.
Ayrica ekstrakt uygulamasimnin TIMP2 gen ekspresyonunu daha etkin sekilde upregiile
ettigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.49. NCI-H441 hiicre hattinda 24 saatlik doz uygulama sonucu TIMP2 gen ekspresyonunun

kontrol grubu ve gruplar arasi degisiminin qRT-PCR ile gésterimi

NCI-H441 hiicre hattinda TIMP2 gen ekpresyonunda Ekstrakt/Celecoxib
(p<0.0001) uygulamasi sonucu istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu tespit edilirken,
48 nm AuNP/Celecoxib (p>0.9999), 31 nm AuNP/Celecoxib (p>0.9999) ve 12 nm
AUNP/Celecoxib (p=0.9988) uygulamasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanamamugtir. Ekstrakt ve Celecoxib ajaninin kombine tedavisinin sinerjik etki
gostererek gen ekspresyon seviyesini etkin bir sekilde upregiile ettigi gézlemlenmistir.
Hedef gen olan TIMP2 i¢in kontrole gore ve gruplar arasinda anlamli bir upregiilasyon
tespit edilmistir (p<<0.0001).
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Sekil 4.50. NCI-H441 hiicre hattinda 24 saatlik kombine doz uygulamas: sonucu TIMP2 gen

ekspresyonunun kontrol grubu ve gruplar aras1 degisiminin qRT-PCR ile gésterimi

46.4. NCI-H441 Akciger Kanseri Hiicre Hattinda Sentezlenen Altin
Nanopartikiiller, Celecoxib ve Ekstrakt Uygulamasimn MMP2 Gen Ekspresyonuna
Etkisi

NCI-H441 hiicre hattinda MMP2 gen ekpresyonunda 48 nm AuNP (p<0.0001),
31 nm AuNP (p<0.0001), ekstrakt (p<0.0001) ve Celecoxib (p<0.0001) uygulamasi
sonucu istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu tespit edilirken 12 nm AuNP
(p=0.0639) ve uygulamasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanamamaistir. Ayrica
48 nm AuUNP ve 12 nm AuNP, Ekstrakt ve Celecoxib uygulamalari ile kiyaslandiginda
AuNP uygulamasinin MMP2 gen ekspresyonunu istatistiksel olarak anlaml bir sekilde
daha fazla downregiile ettigi tespit edilmistir. Bununla birlikte 12 nm AuNP’nin daha
kiiciik boyuta sahip olmasi ile sitotoksitesi artarken ve 48 nm AuNP’nin sekil

cesitliliginden dolay1 gen ekspresyonunu benzer sekilde downregiile etmektedir.
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Sekil 4.51. NCI-H441 hiicre hattinda 24 saatlik doz uygulama sonucu MMP2 gen ekspresyonunun

kontrol grubu ve gruplar aras1 degisiminin qRT-PCR ile gésterimi

NCI-H441 hiicre hattinda MMP2 gen ekpresyonunda 31 nm AuNP/Celecoxib
(p<0.0001) ve 12 nm AuNP/Celecoxib (p<0.0001) uygulamas1 sonucu istatistiksel olarak
anlamli bir fark oldugu tespit edilirken 48 nm AuNP/Celecoxib (p=0.0550) ve
Ekstrakt/Celecoxib (p=0.09202) uygulamasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

saptanamamustir. Daha kiiresel sekillere sahip olan 31 nm AuNP’iin Celecoxib ile iy1

sinerjistik etki gosterdigi gozlemlenmistir. Hedef gen olan MMP?2 i¢in kontrole gore ve

gruplar arasinda anlamli bir downregiilasyon tespit edilmistir (p<0.0001).
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Sekil 4.52. NCI-H441 hiicre hattinda 24 saatlik kombine doz uygulamas: sonucu MMP2 gen
ekspresyonunun kontrol grubu ve gruplar aras1 degisiminin qRT-PCR ile gosterimi
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4.6.5. NCI-H441 Akciger Kanseri Hiicre Hattinda Sentezlenen Altin
Nanopartikiiller, Celecoxib, Tetrakloroaurik Asit ve Ekstrakt Uygulamasinin COX-
2 Gen Ekspresyonuna Etkisi

NCI-H441 hiicre hattinda COX-2 gen ekpresyonunda 48 nm AuNP (p<0.0001),
31 nm AuNP (p<0.0001), 12 nm AuNP (p=0.0078), Ekstrakt (p=0.0089) ve Celecoxib
(p=0.0013) uygulamasi sonucu istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu tespit
edilmistir. Ayrica 48 nm AuNP ve 12 nm AuNP, Ekstrakt ve Celecoxib uygulamalari ile
kiyaslandiginda AuNP uygulamasmin COX-2 gen ekspresyonunu istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde daha fazla downregiile ettigi tespit edilmistir. Bununla birlikte
Ekstrakt uygulamasi ile Celecoxib uygulamasi kiyaslandiginda Ekstrakt uygulamasinin
COX-2 inhibitorii olan Celecoxibe gore COX-2 gen ekspresyonunu istatistiksel olarak
anlaml1 bir sekilde daha fazla downregiile ettigi tespit edilmistir. EK olarak 12 nm AuNP
kiyaslandiginda 48 nm AuNP’nin gen ekspresyonunu istatistiksel olarak anlamli bir

sekilde daha fazla downregiile etmesinin sekil cesitliliginden oldugu diislintilmektedir.
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Sekil 4.53. NCI-H441 hiicre hattinda 24 saatlik doz uygulama sonucu COX-2 gen ekspresyonunun
kontrol grubu ve gruplar aras1 degisiminin qRT-PCR ile gésterimi

NCI-H441 hiicre hattinda COX-2 gen ekpresyonunda 48 nm AuNP/Celecoxib
(p=0.0013), 31 nm AuNP/Celecoxib (p=0.0999), 12 nm AuNP/Celecoxib (p=0.0002) ve
Ekstrakt/Celecoxib (p=0.0013) uygulamasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilmistir. Hedef gen olan COX-2 igin kontrole gore ve gruplar arasinda anlamli bir

downregiilasyon tespit edilmistir (p<<0.0001).
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Sekil 4.54. NCI-H441 hiicre hattinda 24 saatlik kombine doz uygulamasi sonucu COX-2 gen
ekspresyonunun kontrol grubu ve gruplar aras1 degisiminin qRT-PCR ile gésterimi

4.6.6. NCI-H441 Akciger Kanseri Hiicre Hattinda Sentezlenen Altin
Nanopartikiiller, Ekstrakt ve Celecoxib Uygulamasinin PGE2 Gen Ekspresyonuna
Etkisi

NCI-H441 hiicre hattinda PGE2 gen ekpresyonunda 48 nm AuNP (p<0.0001), 31
nm AuUNP (p<0.0001), 12 nm AuNP (p<0.0001) Ekstrakt (p<0.0001) ve Celecoxib
(p<0.0001) uygulamasi sonucu istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu tespit
edilmistir. Ayrica 48 nm AuNP ve 12 nm AuNP uygulamalari, Celecoxib uygulamasi ile
kiyaslandiginda AuNP uygulamasimnin PGE2 gen ekspresyonunu istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde daha fazla downregiile ettigi tespit edilmistir. Bununla birlikte
Ekstrakt uygulamasi ile Celecoxib uygulamasi kiyaslandiginda Ekstrakt uygulamasinin
COX-2 inhibitorii olan Celecoxibe gore PGE2 gen ekspresyonunu istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde daha fazla downregiile ettigi tespit edilmistir. EK olarak 12 nm AuNP
kiyaslandiginda 48 nm AuNP’iin gen ekspresyonunu istatistiksel olarak anlamli bir

sekilde daha fazla downregiile etmesinin sekil ¢esitliliginden oldugu diistiniilmektedir.
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Sekil 4.55. NCI-H441 hiicre hattinda 24 saatlik doz uygulama sonucu PGE2 gen ekspresyonunun

kontrol grubu ve gruplar aras1 degisiminin qRT-PCR ile gésterimi

NCI-H441 hiicre hattinda PGE2 gen ekpresyonunda 48 nm AuNP/Celecoxib
(p=0.0021), 31 nm AuNP/Celecoxib (p<0.0001) ve Ekstrakt/Celecoxib (p=0.0013)
uygulamasi sonucu istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu tespit edilirken, 12 nm
AuNP/Celecoxib (p=0.0002) uygulamasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanamamustir. Hedef gen olan PGE2 i¢in kontrole gore ve gruplar arasinda anlamli bir

downregiilasyon tespit edilmistir (p<0.0001).
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Sekil 4.56. NCI-H441 hiicre hattinda 24 saatlik kombine doz uygulamasi sonucu PGE2 gen
ekspresyonunun kontrol grubu ve gruplar aras1 degisiminin qRT-PCR ile gosterimi
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4.6.7. NCI-H441 Akciger Kanseri Hiicre Hattinda Sentezlenen Altin
Nanopartikiiller, Ekstrakt ve Celecoxib Uygulamasinin VEGFR2 Gen
Ekspresyonuna Etkisi

NCI-H441 hiicre hattinda VEGFR2 gen ekpresyonunda 48 nm AuNP (p<0.0001),
31 nm AuNP (p<0.0001), 12 nm AuNP (p=0.0062) Ekstrakt (p=0.0005) ve Celecoxib
(p<0.0001) uygulamasi sonucu istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu tespit
edilmistir. Ayrica 48 nm AuNP ve 12 nm AuNP uygulamalari, Celecoxib uygulamasi ile
kiyaslandiginda AuNP uygulamasinin VEGFR2 gen ekspresyonunu istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde daha fazla downregiile ettigi tespit edilmistir. Bununla birlikte
Ekstrakt uygulamasi ile Celecoxib uygulamasi kiyaslandiginda 48 nm AuNP ve 12 nm
AuNP’iin VEGFR2 gen ekspresyonunu istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha fazla
downregiile ettigi tespit edilmistir. Ek olarak 12 nm AuNP kiyaslandiginda 48 nm
AuNP’nin gen ekspresyonunu istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha fazla

downregiile etmesinin sekil ¢esitliliginden oldugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.57. NCI-H441 hiicre hattinda 24 saatlik doz uygulama sonucu VEGFR2 gen

ekspresyonunun kontrol grubu ve gruplar aras1 degisiminin qRT-PCR ile gésterimi

NCI-H441 hiicre hattinda VEGFR2 gen ekpresyonunda 31 nm AuNP/Celecoxib
(p<0.0001) ve Ekstrakt/Celecoxib (p=0.0013) uygulamasi sonucu istatistiksel olarak
anlamli bir fark oldugu tespit edilirken, 48 nm AuNP/Celecoxib (p=0.0021) ve 12 nm
AuNP/Celecoxib (p=0.0002) ve uygulamasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanamamugtir. Hedef gen olan VEGFR2 i¢in kontrole gore ve gruplar arasinda anlamli

bir downregiilasyon tespit edilmistir (p<<0.0001).
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Sekil 4.58. NCI-H441 hiicre hattinda 24 saatlik kombine doz uygulamasi1 sonucu VEGFR2 gen

ekspresyonunun kontrol grubu ve gruplar aras1 degisiminin qRT-PCR ile gésterimi
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4.7. NCI1-H441 Akciger Kanseri Hiicre Hattinda Sentezlenen Altin Nanopartikiiller,
Celecoxib ve Ekstrakt Uygulamasinin Protein Diizeyine Etkileri

NCI-H441 hiicre hattina hattina belirlenen ICso degeri olan 900 pg/ml 48 nm
AuNP, 750 pug/ml 31 nm AuNP, 650 pg/ml 12 nm AuNP, 70 pg/ml Ekstrakt ve 60 uM
Celecoxib dozu ve kombine halleri uygulandi ve 24 saat inkiibasyona birakildi. 24 saat
sonunda Ripa Lysis Buffer ve proteaz inhibitor kokteyl kullanilarak hiicre lizatlari
hazirlandi. Hiicre lizatlarinda protein miktar tayini yapildi ve western blot analizi
asamalar1 gerceklestirildi. MMP2 protein bant yogunluklar1 ECL Substrat ile
goriintiilendi ve hedef proteinlerle birlikte normalizasyon islemleri igin B-Actin proteinin
tespiti yapildi. Image Lab programi kullanilarak MMP2 bant yogunluklari, housekeeping
B-actin bant yogunluklari ile normalize edildi ve GraphPad Prism 9.5.1 programinda
istatiksel analizleri yapildi. MMP2 icin kontrole gore ve gruplar arasinda anlamli bir

downregiilasyon tespit edilmistir (****p<0.0001).

48 nm/ 31 nm/ 12 nm/ Ekstrakt/
Kontrol 48 nm 31 nm 12 nm Ekstrakt  Celecoxib Celecoxib Celecoxib Celecoxib Celecoxib

B-Actin 43 kD2~ EE—_-EG: CE—— ——— ——— —

Sekil 4.59. NCI-H441 hiicre hattinda Western analizi sonucu protein seviyelerinin degisimi

NCI-H441 hiicre hattinda MMP2 protein diizeyinde 48 nm AuNP (p<0.0001), 31
nm AuNP (p<0.0001), 12 nm AuNP (p<0.0001), Ekstrakt (p<0.0001), Celecoxib
(p<0.0001), 48 nm AuNP/Celecoxib (p<0.0001), 31 nm AuNP/Celecoxib (p<0.0001), 12
nm AuNP/Celecoxib (p<0.0001) ve Ekstrakt/Celecoxib (p<0.0001) uygulamasi sonucu
istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte 12 nm
AuNP’nin daha kii¢lik boyuta sahip olmasi ile sitotoksitesi artarken ve 48 nm AuNP’nin
sekil ¢esitliliginden dolay1 protein diizeyini benzer sekilde baskiladigr diigiiniilmektedir.
Celecoxib ile kombine verilen NP’ler arasinda en iyi sonucu daha kiiresel formda olan 31
nm AuNP vermistir. Diger AuNP’lerin Celecoxib ile kombine halleri protein diizeyi
seviyelerinde etkin bir sonu¢ vermemistir. Ek olarak Ekstrakt ve Celecoxib ilacinin
kombine tedavisi kanserin ilerlemesini inhibe etmek igin potansiyel bir terapotik hedef

olarak umut vaat etmektedir.
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Kontrol

48 nm AuNP

31 nm AuNP

12 nm AuNP

Ekstrakt

Celecoxib

48 nm AuNP /Celecoxib
31 nm AuNP /Celecoxib
12 nm AuNP /Celecoxib
Ekstrakt/Celecoxib

Sekil 4.60. NCI-H441 hiicre hattinda 24 saatlik doz uygulama sonucu MMP2 protein diizeylerinin kontrol

grubuna gore degisiminin gosterimi

NCI-H441 hiicrelerinin AUNP ile uyarilmasi, MMP2’nin salgilanmasini 6nemli

Olciide inhibe etmistir. Bu sonucglar, PPAR-y aktivasyonunun, MMP2 salgilanmasinin

inhibisyonunu i¢eren, NCI-H441 hiicrelerinin migrasyon ve invazyonunu azalttigini

gostermektedir. Tsung ve arkadaglari, MMP-2'nin downregiilasyonu sonucunda timor

bliyiimesinin azaldig1 ve akciger nodiillerinin olusumunu engelledigini goéstermistir

(Tsung ve digerleri, 2008).
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4.8. TARTISMA

Akciger kanseri diinya ¢apinda major kanser insidansina neden olmakla birlikte
meme, prostat ve kolon kanserinin toplamindan daha fazla 6liime neden olmaktadir.
Akciger kanserinin en yaygin alt tipi olan Adenokarsinoma, vakalarin %40'indan fazlasini
olusturmakta ve goreceli siklig1 her gegen giin artmaktadir (Boyle ve Levin, 2008; Lortet-
Tieulent ve digerleri, 2014; Travis ve digerleri, 2011). Bu hastaligin patogenezinin
anlasilmasindaki basarilara ve tedavisinde yeni yaklasimlarin gelistirilmesine ragmen ne
yazik ki akciger adenokarsinomasi hala en agresif ve genel sagkalimi 5 yildan kisa olan
timor tiirlerinden biridir. Akciger adenokarsinomu siklikla yayilmis metastatik timorleri
igeren ileri evrelerde teshis edilmektedir. Bununla birlikte geleneksel radyoterapilere ve
kemoterapilere kars1 yliksek direng, tedavinin etkinligi agisindan biiyiik bir zorluk tegkil
etmektedir (Denisenko, Budkevich ve Zhivotovsky, 2018). Bu nedenle 6zellikle kanserin
ilerlemesiyle ilgili altta yatan molekiiler mekanizmalarin arastirilmasi ve kanser
tedavisinde yeni yaklagimlarin basarili bir sekilde gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.
Kanserin ilerlemesini engellemek ve etkili bir tedavi uygulamak amaciyla nanopartikiil
kullanimi terapdtik bir strateji olarak diistiniilmektedir.

Altin nanopartikiiller, antikanser tedavisini kolaylastirma potansiyelleri nedeniyle
bir siiredir arastirilmaktadir. AUNP'lerin sentezindeki cesitlilik ve uyaranlara duyarli
olmalari, onlari umut verici ¢ok islevli nanoplatformlar haline getirmektedir (Tian ve
digerleri, 2016). Bitki ekstraktlari, bitki biyomolekiilleri, bakteriler, mantarlar veya
bunlarin lizatlar1 gibi biyolojik malzemelerin uygulanmasini igeren, daha giivenli tiretim
alternatiflerine imkan saglayan yesil sentez, metal nanopartikiiller liretmek i¢in siklikla
kullanilmaktadir (Boroumand Moghaddam ve digerleri, 2015; Mittal, Chisti ve Banerjee,
2013). Bitki 6ziitii, NP'lerin biyogenezi i¢in hem indirgeyici hem de stabilize edici ajanlar
olarak gorev yapan ¢esitli ikincil metabolitler icermektedir. Farkli bitki kisimlarindan
gelen metabolit igerigi seviyesindeki farkliliklar NP'lerin morfolojisinin sekillenmesinde
¢ok oOnemli bir rol oynamaktadir (Ahmed, Annu, ve digerleri, 2016). Metal
nanopartikiillerin bitki aracili sentezi, hizli, iyi tekrarlanabilir, ekolojik, ¢evre dostu, ucuz
ve endiistriyel olgekte de kolaylikla uygulanabilen prosediirii nedeniyle kimyasal ve
fiziksel yontemlere gore ¢ok sayida fayda saglamaktadir (Kozma, Ronavari, Konya ve

Kukovecz, 2016; Narayanan ve Sakthivel, 2011).
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Ayrica yesil tekniklerle sentezlenen AuNP'ler, kanser, inflamatuar ve otoimmiin
hastaliklar gibi bagisiklik sistemiyle iliskili hastaliklara karsi tedavide miikemmel
bagisiklik tepkisi diizenlemesi ve etkinligi sergilemektedir (Cai ve digerleri, 2022).
Ancak sifali bitkilerin antikanser oOzelliklerine iliskin bilimsel arastirmalar
sinirlidir. Biyomedikal etkileri tetikleyen bitki ekstraktlarinin kesin mekanizmasi ve
temel bilesenleri yeterince arastirilmamistir (Santhosh, Genova ve Chamati, 2022). Chen
ve arkadaglarinin yaptig1 bir calismada, Curcumae Kwangsiensis Folium'un sulu yaprak
ekstraktindan yesil sentezlenen AuNP'lerin (~8-25 nm), antioksidan Ozelliklerinden
dolay1 insan yumurtalik kanserinde miikkemmel ve doza bagimli bir sekilde antikanser
potansiyeli sergiledigi gézlemlenmistir (Jinggin Chen ve digerleri, 2021).

Salep (Orchis Spitzelii) bitkisi, azotlu maddeler, nisasta, proteinler, sekerler,
hidroksibenzaldehitler, ferulik asit, kuersetin, daukosterol, sirsilineol, steroidler ve
glikomannan gibi gii¢lii antioksidan ozelliklere sahip olan bilesikler igermektedir
(Jahromi ve digerleri, 2016; Lumaga ve digerleri, 2006). Bununla birlikte geleneksel tipta
salep, gogiis agrisi, gogiis ve bagirsak bozukluklar, tiiberkiiloz, ishal, parkinson hastalig
ve kanserin tedavisinde recete edilmektedir (Farhoosh ve Riazi, 2007; Kaya ve Tekin,
2001). Chen ve arkadaslari tarafindan yiiriitiilen bir ¢calismada salep igeriginde bulunan
bir fitokimyasal olan Moscatilin’in, bazi insan kanser hiicrelerinde JNK aktivasyonu
aracili apoptoz sinyallemesine katkida bulunabilecegini gostermektedir. Ayrica
moskatilin, DNA hasarini, H2AX ve p53'iin fosforilasyonunu ve p21'in upregiilasyonunu
indiiklemektedir (T.-H. Chen ve digerleri, 2008).

Literatiirden yola ¢ikilarak antikanser etkisi bilinen Salep bitkisinin, igeriginde
bircok fitokimyasal barindirmasi nedeniyle AuNP sentezi i¢in iyi bir indirgeyici olarak
kullanilabilecegi diistiniilmiistiir. Calismamizin ilk asamasinda, altin nanopartikiillerin
Salep bitki ekstrakti kullanilarak sentezlenebilecegi ve sentezdeki parametrelerin
nanopartikiillerin karakteristik 6zelliklerini ve aktivitelerini degistirebilecegi tespit
edilmistir. Altin sulu ¢6zeltisinin konsantrasyonu diistiikce sentez hizinin arttig1 ve sentez
stiresinin diistiigii gozlemlenmistir. Sentez agsamasinda kullanilan Tetrakloroaurik asit
(HauCls.3H20) sulu ¢ozeltisi sar1 renkli, Salep sulu bitki ekstrakti ise renksizdi.
Tetrakloroaurik asit ¢ozeltisine Salep sulu ekstraktinin eklenmesi ve manyetik karistirici
tizerinde 90 ‘C’de 1sitma islemini takiben literatiirde de belirtildigi gibi yakut kirmizisina

dogru renk degisimi gozlemlenmistir (Al-Radadi ve Journal, 2023).



94

Elde edilen nanopartikiillerin karakterizasyonu ¢esitli analitik tekniklerle
gerceklestirilmistir. UV-Vis spektroskopisi ile AuNP’lerin 546 nm’de karakteristik pik
gosterdigi tespit edilmistir. Bu da literatiirdeki bilgiler dogrultusunda AuNP olusumunu
dogrulamaktadir. Philip ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada, Hibiscus rosa
sinensis ile yesil sentezlenen AuNP i¢in 548 nm'de oldukga keskin bir SPR bandi
gozlemlenmistir. Bu dalga boylarinda gozlemlenen keskin pikler kiiresel
nanopartikiillerin gostergesi olarak kabul edilmektedir (Philip, 2010). Bununla birlikte,
nanopartikiillerin FTIR ile karakterizasyonun da ozellikle Salep yapisinda bulunan
gruplarin altinin indirgenmesinde rolii oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Salep ekstraktinda
gdzlemlenen 3318.78 cm "Ydeki giiclii ve genis bant, polisakkarit substratindaki -OH ve -

' civarindaki bant,

COOH gruplarinin gerilmesinden kaynaklanmaktadir. 1635 cm™
glikomannan omurgasindaki C=0O grubunun gerilmesine atfedilmektedir. Bu
karakteristik zirvelerin tiimii, AuNP’lerde daha yiiksek dalga boylarina dogru hafif bir
kayma gostermistir. Bu kayma, altin nanopargaciklart ile ekstrakt arasinda mevcut olan
elektron agisindan zengin gruplar (C=0O ve OH gibi) arasindaki koordinasyon baglarinin
olusumuna atfedilebilmektedir (Bardajee ve digerleri, 2012; Pourjavadi ve digerleri,
2012). Chen ve arkadaslari, Curcumae Kwangsiensis Folium sulu ekstrakti ile yesil
sentezlenen altin nanopartikiiliin, FTIR analizinde gozlemlenen karakteristik titresim
bantlariin bir kez daha Curcumae Kwangsiensis Folium islevsellestirilmis AuNP'yi
temsil ettigini bildirmistir. Alkolik ve fenolik hidroksil gruplari (O-H gerilme titresimi),
3342 cm! dalga sayisinda net bir bantla gdzlemlenmistir. 2857 cm !'deki net bant
asimetrik CH2 gerilmesine atfedilmektedir. 1400-1600 cm "deki bantlar aromatik
halkalar1 gostermektedir. Bu nedenle aromatik halka ve OH atamasi, Au yiizeyi ile
polifenolik baglanmaya isaret etmektedir. 1049 cm"deki giiclii bant C-O gerilmesi
(Metoksil gruplart) ile ilgilidir. Ayrica 569 cm 'deki karakteristik bant Au-O'ya
atfedilmistir (Jinggin Chen ve digerleri, 2021).

Yapilan XRD analizi ile AuNP’lerin kristal yapist dogrulanmistir. 48 nm AuNP
icin 39,39°, 45,56°, 65,94°, 78,86 "da gozlemlenen pikler sirastyla (111), (200), (220) ve
(311)'e karsilik gelmektedir. 31 nm AuNP icin 39,34° 4556° 65,82° 78,74”da
gozlemlenen pikler sirasiyla (111), (200), (220) ve (311)'e karsilik gelmektedir. 12 nm
AuNP i¢in 39,267 45,48° 65,81° 78,73”da gozlemlenen pikler sirastyla (111), (200),
(220) ve (311)'e karsilik gelmektedir. Al-Radadi ve arkadaslar tarafindan yapilan bir
calismada, Ephedra bitki ekstrakti ile sentezlenen AuNP’lerin XRD pikleri sirasiyla,
38,1°, 44,51°, 64,61°ve77,82° kirimim acilarinda dort tepe noktasinda
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gozlemlenmistir. Gozlemlenen piklerin yesil AuNP'lerle iyi bir uyum i¢inde oldugu
bildirilmistir (Al-Radadi ve Journal, 2023). Bu sonuglar bizim ¢alisma sonuglarimizla
benzerlik gostermektedir.

Ayrica yapilan FE-SEM ve TEM analizinde AuNP'lerin agirlikli olarak kiiresel,
ticgen ve hekzagonal sekiller oldugu ortaya cikarilmistir. Salep bitki ekstraktinin
konsantrasyonu arttikga morfolojilerinin daha kiiresel oldugu ve gesitliligin azaldigi
gbzlemlenmistir. Salep bitki ekstrakti miktar1 arttik¢a nanopartikiillerin boyutlarinin
kiigtildiigii tespit edilmistir. TEM analizine gore sentezlenen AuNP boyutlari, Salep bitki
ekstraktt konsantrasyonu artigina bagl olarak sirasiyla 48,909+ 21,850 nm, 31,005 +
15,371 nm ve 12,714 £ 5,99 nm olarak bulunmustur. Sett ve arkadaslari, Dillenia
indica'min sulu meyve ekstraktini kullanarak AuNP sentezinin yeni bir yodntemini
bildirmistir. Giiglii bir antioksidan 6zellige sahip D. indica'nin sulu ¢ekirdek ekstraktinin
yiiksek fenolik igerigi, altin iyonlarinin AuNP'lere indirgenmesini saglamistir. Meyve
ekstraktinda bulunan fitokimyasallar, AuNP'leri sentezlemek i¢in etkili bir indirgeyici ve
kapatma maddesi gorevi gormektedir. AuNP'lerin TEM goriintiileri, ¢ogu biyolojik
uygulama i¢in oldukc¢a {imit verici olan, ortalama 5-50 nm boyut araligini ortaya
cikarmistir. Sentezlenen AuNP'ler normal fibroblast hiicre dizisi 1.929'da herhangi bir
sitotoksisite gostermemistir, dolayisiyla uyumluluklar1 kanitlanmistir (Sett, Gadewar,
Sharma, Deka ve Bora, 2016). Elia ve digerleri, Salvia officinalis, Lippia citriodora,
Pelargonium graveolens ve Punica granatum olmak iizere dort farkl bitkinin ekstraktlari
kullanilarak sentezlenen AuNP'lerin biyouyumlulugunu ve stabilitesini karsilastirmistir.
Kloroaurik 1iyonlar farkli bitkilerin ekstrakti ile islendiginde, altin iyonlar1 altin
atomlarina indirgenmis ve bunlar daha sonra AuNP'ler olusturmak iizere
toplanmistir. TEM goriintiileri sonucunda, boyutu yaklasik 10 nm'den baglayan daha
kiictik kiiresel/iggen NP'lerin olusumunu gdsterirken, liggen, besgen ve altigen gibi farkli
geometrik sekillerde daha biiyilk pargaciklarin  (~150 nm) da olustugunu
bildirilmistir. Sentezlenen tiim AuNP'lerin L hiicreleri (bir fare fibroblast hiicre ¢izgisi)
tizerindeki sitotoksisite c¢alismalari, 3 haftadan uzun silire boyunca zararh etkiler
gostermemekle birlikte biyouyumlulugu ve yiiksek stabiliteyi de kanitlamistir. Bu
nedenle sentezlenen NP'ler biyomedikal uygulamalarda uygulanma potansiyeline
sahiptir. Literatlir verileri, farkli bitkilerden elde edilen ekstraktlar kullanildiginda
degisen geometrik sekillerde AuNP'lerin olusumunu gostermistir (R. Chen ve digerleri,

2010; Tsuji ve digerleri, 2007; Zeiri ve digerleri, 2014).
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Zeta potansiyeli analizi ile nanopartikiillerin negatif yliklii oldugu belirlenmistir.
Salep bitki ekstrakti konsantrasyonundaki artigla Zeta potansiyeli degerinin keskin bir
sekilde geriledigi bulunmustur. DLS analizinde PDI degerlerinin 0,3’ten kiigiik oldugu
gozlemlenmistir. Bu sonu¢ AuNP’lerin pargacik boyutunun homojen dagildigini ve
kararl1 bir yapiya sahip olduklarini kanitlamistir. Yapilan bir ¢alismada DLS o6l¢iimleri,
Licorice kok ekstrakti ile sentezlenen AuNP'lerin hidrodinamik ¢apinin, 55,22 + 42,86
nm oldugunu gosterilmistir. TEM ve DLS o6l¢limiiyle parcacik ¢apindaki fark, DLS
Olcltimlerinin Sentezlenen altin nanopartikiillerin ylizeyinde mevcut biyobilesiklerin
kalinligini igerdigi gercegini dogrulamistir (Ahmad, Irfan ve Bhattacharjee, 2016). Zeta
potansiyeli -26,5 mV olarak gozlemlenmistir; bu sonu¢ AuNP'lerin 25 °C'de stabil
oldugunu agikca gostermektedir (Al-Radadi, 2021).

Yapilan karakterizasyon caligmalariyla stabilitesi kanitlanan AuNP’ler, NCI-
H441 insan akciger kanseri hiicre hatt1 ve HUVEC hiicre hattinda uygulanmasi sonucu
ylizde canlilik degerlerinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldigi tespit
edilmistir. AuNP'lerin biyomedikal uygulamalarda basaril1 bir sekilde kullanilabilmesi
icin, kanserli hiicrelerde iyi bir hiicresel alima sahip olmalar1 ve terapodtik hedefin
yakininda bulunan normal hiicrelere kars1 toksisitelerini azaltmak amaciyla kanserli ve
normal hiicreler arasinda ayrim yapabilme yetenekleri olmasi arzu edilmektedir (Mao,
Kim, Son, Kim ve Yoo, 2018; Rizk, Christoforou ve Lee, 2016). Calismamiz sonucunda,
48 nm AuNP igin ICso dozu NCI-H441 akciger kanseri hiicre hattinda 900 pg/ml ve
HUVEC hiicre hattinda 1108 pg/ml, 31 nm AuNP i¢in ICso dozu NCI-H441 akciger
kanseri hiicre hattinda 768 pg/ml ve HUVEC hiicre hattinda 808 pg/ml, 12 nm AuNP i¢in
ICs0 dozu NCI-H441 akciger kanseri hiicre hattinda 650 pg/ml ve HUVEC hiicre hattinda
754 pg/ml olarak bulunmustur. Bu sonuglara gore sentezlenen nanopartikiillerimiz arzu
edilen sekilde kanser hiicrelerine kiyasla saglikli hiicrelere karsi daha yliksek
biyouyumluluk sergilemistir. Tetrakloroaurik asit i¢in 1Csg dozu NCI-H441 akciger
kanseri hiicre hattinda 30.13 pg/ml ve HUVEC hiicre hattinda 12.74 pg/ml, Salep
ekstrakti i¢in ICso dozu NCI-H441 akciger kanseri hiicre hattinda 70.69 pg/ml ve HUVEC
hiicre hattinda 71.42 pg/ml ve Celecoxib i¢in ICso dozu NCI-H441 akciger kanseri hiicre
hattinda 63.49 uM ve HUVEC hiicre hattinda 84.16 uM olarak bulunmustur. ICsg
sonuclart  kiyaslandiginda, sentezlenen nanopartikiillerin, ana maddeleri olan

Tetrakloroaurik asit ve Salep ekstraktina gore daha biyouyumlu oldugu gézlemlenmistir.
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Hosny ve digerleri, Afrika'nin tropikal ve subtropikal bolgelerinde yaygin olarak
bulunan ¢igekli bir bitki olan Tecoma capensis'in sulu yaprak ekstraktini kullanarak ii¢
aya kadar stabil kalan AuNP'leri sentezlemek icin bir fitofabrikasyon teknigini
aciklamistir T. capensis-AuNP'lerin antikanser etkinligi, MTT tahlili kullanilarak insan
meme kanseri hiicre hattt MCF7 {izerinde test edilmistir. Sonuglar, AuNP'lerin MCF7
hiicrelerinin gelisimini ve ¢ogalmasini 6nlemede miikemmel potansiyelini ortaya
cikarmistir (Hosny, Fawzy, EI-Badry, Hussein ve Eltaweil, 2022). Yapilan bir ¢alismada,
Mangifera indica kullanilarak sentezlenen AuNP'lerle 400 pg/ml konsantrasyonda tedavi
edilen HeLa hiicreleri %67 hiicre canlilig1 ve meme kanseri hiicreleri %58 hiicre canlilig1
gosterirken, normal fibroblast hiicreleri %60 hiicre canliligi gostermistir (Donga ve
digerleri, 2020). Literatiir bilgilerine kiyasla, Salep bitki ekstrakti ile sentezledigimiz altin
nanopartikiillerin yiiksek biyouyumluluga sahip oldugu gozlemlenmistir. Enea ve
digerleri, insan HepaRG hiicrelerinde ve primer sigcan hepatositlerinde (PRH) farkli sekil
ve boyutlardaki altin nanopartikiillerinin giivenligini degerlendirmistir. Test edilen tim
nanopartikiiller arasinda, daha kiigiik 15 nm kiire seklindeki nanopartikiiller sitratla
kapatildiginda en yiiksek toksisiteyi ve artisi gdstermistir; daha diisiik toksisite sunan
AuNP'ler, 60 nm ¢apli nanostarlardir. PRH, HepaRG hiicreleriyle karsilastirildiginda
AuNP'leri daha verimli bir sekilde i¢sellestirmistir ve alimin biiyiik dl¢iide sekle, boyuta,
kapatma maddesine ve zamana bagl oldugu kanitlanmigtir (Enea ve digerleri, 2021).

Celecoxib, antiinflamatuar, analjezik ve antipiretik ozelliklere sahip, steroidal
olmayan bir antiinflamatuar ilactir (NSAID) (Clemett ve Goa, 2000). COX-2 inhibitorleri
katalitik aktivitesini, prostaglandin (PG) ve tromboksan (Tx) tiretimini inhibe ederek
gostermektedir (Fu, Masferrer, Seibert, Raz ve Needleman, 1990; Needleman ve Isakson,

1997). Celecoxib ayn1 zamanda kanserin Onlenmesinde de {imit verici olmustur,
potansiyel bir kanser kemopreventif ve terapdtik ajan olarak degerlendirilmistir. Kalitsal

kolon kanseri duyarlilik sendromu ve ailesel adenomatoz polipozis olan hastalarda
adenomat6z kolorektal poliplerin sayisini azaltmak icin cerrahiye yardimci olarak
kullanilmistir (Arber ve digerleri, 2006; Steinbach ve digerleri, 2000).

Lin-Yang yaptig1 bir calismada, HT-29 hiicrelerinde PPARy'min indiikledigi
apoptozun, kolon kanserinin bilinen bir destekleyicisi olan COX-2 protein
ekspresyonunun downregiilasyonu ile iligkili oldugunu gostermistir (W.-L. Yang, 2001).
Antikanser aktivitesinin kesin mekanizmalar1 acik degildir ve hem COX'e bagimli hem

de COX'ten bagimsiz mekanizmalari i¢erebilmektedir (Harris, 2009b; Schonthal, 2007).
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Timorle iliskili ¢ok gesitli molekiiler olaylar, in vitro analizlerde Celecoxib
tarafindan modiile edilir, ancak bunlar heniiz klinik yanitlar1 agik¢a tanimlanmamuistir.
COX'tan bagimsiz etkilerin ¢ogu yalnizca in vitro supraterapotik konsantrasyonlarda
gozlemlenmistir (Geisslinger, Schiffmann, Maier ve Grosh, 2006). Celecoxib igin
Onerilen antikarsinojenik mekanizmalarinda yer alan aday genlerin apoptozun
indiiksiyonu, hiicre dongiisii durmasi, anjiyogenezin diizenlenmesi ve endoplazmik
retikulum (ER) stresinin indiiksiyonunu icerdigini gdstermektedir. Hiicre kiiltiiri
deneylerinde hiicre dongiisii ilerlemesinin Celecoxib aracili inhibisyonu, hiicre dongiisii
inhibitorleri p21 ve p27 ekspresyonunda artis ve/veya siklinlerin ekspresyonunda
azalma ile gozlemlenmistir (Dvory-Sobol ve digerleri, 2006; C. Han, Leng, Demetris ve
Wu, 2004; Patel ve digerleri, 2005).

Calismamizda EMT siireci ile iliskili CD36, PPARy, TIMP2, MMP2, PGE2,
COX-2 ve VEGFR2 gen cekspresyon seviyesindeki degisiklikleri incelemek amaciyla
NCI-H441 hiicre hattina 48 nm AuNP, 31 nm AuNP, 12 nm AuNP, Ekstrakt ve Celecoxib
i¢in belirlenen I1Cso dozlarinda uygulanmistir. 24 saat inkiibasyondan sonra NCI-H441
hiicrelerinden RNA izole edilmis ve cDNA sentezi yapilmistir. cDNA Ornekleri ile
yapilan qRT-PCR verilerinin analizinde 224 normalizasyon yéntemi kullanilmistir.
gRT-PCR sonuglarindan elde edilen Ct degerlerine gore NCI-H441 hiicre hattinda kontrol
grubu ve doz uygulamasi yapilan gruplar i¢in hedef genlerin - Actin housekeeping geni
ile normalizasyonu ile 222 degerleri hesaplanmistir. Elde edilen sonuglara gére yesil
sentezlenen AUNP uygulamasinin, Ekstrakt ve Celecoxib ilacindan daha iyi seviyede
anti-anjiyogenik PPARY ve iligkili genler olan CD36 ve TIMP2 gen ekspresyonunu
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde upregiile ettigi ve
EMT siireci ile ilgili olan MMP2, PGE2, COX-2 ve VEGFR2 genlerinin ekspresyonunu
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde downregiile ettigi sonucuna ulasilmistir. Bununla
birlikte 48 nm AuNP ve 12 nm AuNP’nin benzer etkiler gostermesinin nedeni 48 nm
AuNP’nin sekil cesitliligi ve 12 nm AuNP’nin daha kiiciik boyuta sahip olmasiyla
ilgilidir.

Gen ekspresyon caligmalarina ek olarak yapilan Western Blot ¢alismasinda da
benzer sonuglar elde edilmistir. NCI-H441 hiicre hattinda MMP2 protein diizeyinde 48
nm AuNP (p<0.0001), 31 nm AuNP (p<0.0001), 12 nm AuNP (p<0.0001), Ekstrakt
(p<0.0001) ve Celecoxib (p<0.0001) uygulamasi sonucu istatistiksel olarak anlamli bir

fark oldugu tespit edilmistir.
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Bununla birlikte 12 nm AuNP’nin daha kii¢iik boyuta sahip olmasi ile sitotoksitesi
artarken ve 48 nm AuNP’nin sekil ¢esitliliginden dolay1 protein diizeyini benzer sekilde
baskiladig1 diistiniilmektedir. Celecoxib ile kombine verilen NP’ler arasinda en iyi sonucu
daha kiiresel formda olan 31 nm AuNP vermistir. Ek olarak Salep Ekstrakti ve Celecoxib
ilacinin kombine tedavisi kanserin ilerlemesini inhibe etmek i¢in potansiyel bir terapotik
hedef olarak umut vaat etmektedir. Bununla birlikte Salep ekstrakti, COX-2 inhibitorii
olan Celecoxibe gore COX-2 ve PGE2 gen ekspresyonlarini istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde daha etkin downregiile etmektedir. Bu da Salep ekstraktinin COX-2 inhibit6rii
terapotik ajani olarak kullanim potansiyelide oldugunu diisiindiirmektedir. Bu veriler,
COX-2 inhibitorii olan Celecoxib ve Ekstraktin kombine uygulanmasi sonucunda,
PPARY iizerinde biyolojik olarak anlamli bir etkilesimin mevcut oldugunu ve PPARy’ nin
aktivasyonunun oldugunu acik¢a gdstermistir.

Elde ettigimiz veriler, EMT'nin inhibisyonu ve anti-anjiyogenez mekanizmasinin
indiiklenmesi ile AUNP’lerin kanser ilerlemesini inhibe ettigini kanitlamaktadir. CD36
aracili PPARy aktivasyonu, apoptozu indiikleyerek ve tiimor mikrovaskiiler endotelyal
hiicrelerinde COX-2 aracili PGE2 ve VEGFR2 yolunu bloke ederek anjiyogenezi
azaltmaktadir. Boylece anjiyogenez sirasinda tiip olusumunun engellenmesi yoluyla
timor hiicrelerinin biiylimesi inhibe edilmektedir. Bununla birlikte PPARy araciligiyla
TIMP2 upregiilasyonu, MMP-2'nin downregiilasyonunu saglayarak EMT siirecini inhibe
etmektedir. Bu bulgular, agresif akciger kanserinde Orchis Spitzelii (Salep) kok kisminin
ekstrakti kullanilarak yesil sentezlenen AuNP'lerin kullaniminin yeni bir tedavi stratejisi
olacagin diistindiirmektedir.

Bu ¢alismada, CD36 aracili PPARYy aktivasyonunun, akciger kanseri hiicrelerinde
MMP-2’nin indiikledigi EMT'yi ve VEGFR2’nin indiikledigi anjiyogenezi inhibe ettigini
ve metastazi Onledigini gosterdik. PPARy'nin AuNP’ler ile aktivasyonu, mezenkimal
belirteg olan MMP2 ekspresyonunu dnlemektedir. AuNP’lerin diisiik toksisite profiliyle
birlikte verilerimiz, bu nanopartikiillerin metastazi inhibe etmek i¢in potansiyel terapotik

ajanlar olarak hizmet edebilecegini gostermektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Sonug¢ olarak Orchis Spitzelii (Salep) bitkisinin kok kisimlarinin ekstraktinda
bulunan fonksiyonel gruplar aracilifiyla Au* iyonlarinin indirgenerek AuNP sentezinin
gerceklestigi gosterildi ve sentez kosullar1 optimize edilerek AuNP iiretimi saglandi.
Akciger kanseri hiicre hatt1t NCI-H441 ve saglikli hiicre hatt HUVEC hiicrelerinde
uygulanan in vitro sitotoksite, RNA izolasyonu, cDNA sentezi, qRT-PCR deneysel
calisma sonuglar1 dogrultusunda, Salep bitkisinin kok kisimlarinin sulu ekstrakti ile yesil
olarak sentezledigimiz AuNP’lerin, NCI-H441 hiicre hattinda antikanser etki sergiledigi
bulgularina ulagildi. Yesil sentezlenen nanopartikiillerimiz NCI-H441 akciger kanseri
hiicre hattina kiyasla HUVEC saglikli hiicre hattina kars1 daha yiiksek biyouyumluluk
sergilemistir. Bununla birlikte invazyon, metastaz, anjiyogenez, EMT, yag asidi
metabolizmasi ile ilgili hedef genler olan anti-anjiyogenik PPARy CD36 gen
ekspresyonunu upregiile ettigi ve VEGFR2, TIMP-2, MMP2, COX-2, PGE2 genlerinin
ekspresyonunu istatistiksel olarak anlamli bir sekilde downregiile ettigi sonucuna ulasildi.
Ek olarak yapilan protein tayini ¢aligmalariyla, gen ekspresyonu caligmasiyla benzer
sekilde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde MMP2 protein diizeylerinin baskilandigi
tespit edildi.

Tiim veriler degerlendirildiginde yesil sentezlenen AuUNP'lerin saglikli HUVEC
hiicrelerine daha az toksik etki gdstermeleri nedeniyle yiiksek biyouyumluluga sahip
olduklar1 ve PPARY sinyal yolag lizerinde etkili sonuglar sergilediginden kanser alaninda
potansiyel bir terapotik hedef olarak umut vaat etmektedir.

Sicaklik, zaman, pH, ekstrakt ve tuz konsantrasyonu gibi sentez parametreleri
optimize edilerek daha kiigiik boyutlu, monodispers ve daha stabil AuNP’ler
sentezlenerek antikanser etkinliklerinin artmasi saglanabilir. Antikanser etkinliklerinin
yani sira antioksidan, antibakteriyel, antifungal ve antiviral etkinlikleri
degerlendirilebilir. Ayrica AUNP’ler hedef hiicrelere uyumlu ligandlarla kaplanarak ve
kemoterapotik ilag yliklemesi yapilarak belirlenen hedef hiicrelere ilacin kontrolli salimi
gerceklestirilebilir. Boylece saglikli hiicrelere karsi istenmeyen yan etkiler azaltilabilir.
Hiicresel alim calismalar1 ile nanopartikiil sekline ve i¢sellestirme farkliliklarina baglh

olarak sitotoksik etkileri degerlendirilebilir.
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Bununla birlikte manyetik altin nanopatikiiller ile tiimor bélgesinde iiretilen segici
151k emilimi ve hipertermi sonucunda saglikli dokulara zarar gelmeden timdr dokusunu
tahrip eden Fototermal tedavi ¢alismalar1 yapilabilir. Ayrica radyolojide goriintiileme
amaciyla uygulanmasi, yliksek penetrasyon ile duyarlilik ve 06zgiillik saglamalari
sayesinde geleneksel goriintilleme tekniklerindeki bazi sinirlamalarinin iistesinden
gelinebilir.

Yesil sentezlenen AuUNP’lerin  molekiiler diizeydeki etkilerinin  agiga
cikarilabilmesi i¢in PPARy transkripsiyon faktorii ve onun hedef genlerinin gen
ekspresyonuna etkisine ek olarak PPARy sinyal yolag: ile iliskili diger yolaklar altinda
yatan molekiiler mekanizmalar gen ekspresyonu ve protein diizeyinde calismalar ile
arastirilmalidir. Kanser ilerlemesini engellemek ve tedavi etmek amaciyla geleneksel
antikanser ilaglara alternatif olacak ¢evre dostu ve yiiksek biyouyumluluga sahip olan
AUNP’lerin formiilasyonu igin in vitro ¢alismalarin in vivo ve in silico ¢alismalar ile

desteklenmesi Onerilmektedir.
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